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SOMMAIRE

Les cellules répondent aux difféerents signaux extracellulaires en activant des
voies de signalisation intracellulaires qui transmettent la réponse jusqu'au noyau. Ces
voies de signalisation comprennent, entre autres, la cascade hautement conservée des
protéines kinases activées par des mitogenes (MAPK). Cette cascade que I'on retrouve
dans tous les organismes eucaryotes, consiste en trois protéines kinases qui s'activent
I'une apres l'autre. L'activation d’'une MAPK kinase kinase (MKKK) entraine I'activation
d’une MAPK kinase (MEK ou MKK) qui entraine a son tour 'activation d'une MAP kinase
ou ERK. La MAPK kinase ou MEK fait partie d’'une famille de protéines kinases a double
spécificité qui active les ERKs (MAPK) en phosphorylant les résidus thréonine 183 et
tyrosine 185 de ces derniers. MEK devient elle-méme activee suite a la phosphorylation
des sérines 218 et 222, situées sur sa boucle d'activation par Raf, Mos et d'autres MEK
kinases. Le domaine C-terminal de MEK est de plus, sujet a de nombreuses phospho-
rylations entre autres, par ERK, Cdk2 (cyclin-dependent kinase) et PAK1 (p21-activated
kinase). Quant au domaine N-terminal de MEK, il contient une séquence d’exportation
du noyau. Cette séquence souléve plusieurs questions par le fait que MEK est localisée
dans le noyau lors de la prophase afin d'y permettre, avec l'aide de ERK, I'entrée en
phase M de cellules somatiques. Etant donné que MEK est un point de convergence
pour différentes voies de signalisation, que son activité est réglée par différentes kinases
et qu'elle est possiblement impliquée dans le développement de certaines pathologies,
nous avons construit une série de mutants des deux isoformes de MEK dans le but
d’analyser plus en détail les mécanismes de régulation de MEK1 et MEK2. Ces mutants
ont été exprimés dans des cellules 293 puis analysés pour leur activité enzymatique et
biologique. Nos résultats démontrent que la mutation de la sérine 212 en alanine aug-
mente I'activité de MEK1 et MEK2 par rapport a la forme sauvage. A P'inverse, la substi-
tution par un résidu acide diminue lactivité. L'analyse des phosphopeptides et des
phosphoaminoacides de MEK1 révele la phosphorylation de multiples résidus sérine et
thréonine dont possiblement la sérine 212. La phosphorylation de la sérine 212, suite a
la phosphorylation activatrice des sérines 218 et 222, servirait donc a diminuer I'activité
de MEK pour inactiver la voie ERK. La sérine 212 de MEK1 et MEK2 a été conservée
chez toutes les MAP kinase kinases de la levure a I'humain. Ce mécanisme de régula-
tion négative interne par un seul acide aminé serait donc une premiére dans les voies
MAP Kinases.
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1: VOIES MAP KINASES

Les cellules eucaryotes intégrent a tout moment une diversité de stimuli, qui
comprennent différents facteurs de croissance, des cytokines, des hormones, des
neurotransmetteurs et des stress cellulaires. Elles transmettent ces signaux jusqu’au
noyau par le biais des voies de signalisation. Une des voies de signalisation les plus
sollicitees est la voie MAP Kinase, conservée de la levure a I'humain. Le module
MAP kinase est constitué de trois protéines kinases qui sont activées de facon sé-
quentielle. La premiére enzyme est une MAPK kinase kinase (MKKK). Une fois acti-
vée suite a son intéraction avec une petite protéine G de la famille Ras ou Rho, elle
phosphoryle et active une MAPK kinase (MKK ou MEK). Cette derniére est une en-
zyme a double spécificité qui reconnait et phosphoryle la séquence Thr-X-Tyr d’une
MAPK (MAP kinase ou ERK). La MAPK phosphoryle des résidus sérines et thréoni-
nes appartenant a divers facteurs de transcription, protéines kinases, phospholipa-
ses et protéines associées au cytosquelette.

1.1 VOIE MAPKERKS

Chez les cellules de mammiféres, six voies MAP kinase ont été décrites (fi-
gure 1). La voie MAPK®™™® posséde une MAP kinase appelée ERK3 (extracellular
regulated kinase 3). Cette derniére, bien qu'appartenant a la famille des kinases
ERK, présente des caractéristiques particuliéres. Son domaine catalytique est seu-
lement 50% identique a celui de ERK1 (extracellular regulated kinase 1) et ERK2
(extracellular regulated kinase 2). Elle posséde une sequence d'activation Ser-Glu-
Gly qui est différente de la séquence d'activation Thr-Glu-Tyr retrouvée chez les
autres ERKs (132, 138). La sérine de cette séquence d'activation, qui se retrouve a
la position 189, peut-étre phosphorylée par une MAPKERK® kinase (28) et par MEK2
(MAP/ERK kinase 2) de la voie MAPK= (extracellular signal-regulated kinase path-
way) (132). D'ailleurs, une surexpression de PKC 3 (protéine kinase C ) améne a
I'activation constitutive de ERK3 dans les cellules de cancer du colon (138). ERK3
est une protéine kinase nucléaire et sa localisation au noyau est indépendante de
son extrémité C-terminale (26). Elle aurait une spécificité restreinte envers ses
substrats (26). ERK3 humaine existe en un seul isoforme, une protéine de 100 kDa

qui est constituée de 720 acides aminés (166). Elle aurait des effets anti-prolifératifs



Voie MAP ERK JNK P38 ERK3 ERKS ERK7
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P38y

Figure 1: Voies de signalisation MAP kinase chez ’humain.
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par sa capacité a inhiber la formation de colonies de cellules d’adénocarcinome de
la vessie T-24 transfectées par ERK3 sauvage. Quant a la différentiation, on ob-
serve une induction du messager et de la protéine ERK3 lors de la différentiation des

cellules U-937 en macrophages/monocytes (35).

1.2  VOIE MEK5/MAPKERKS

La voie MEKS/MAPK=R® peut étre activée par le stress oxidatif et
I'hyperosmolarité (2). Aucune MKKK n'a été identifiée pour cette voie. Par contre,
Ras et Raf-1 coopérent ensemble pour contréler I'activité de ERK5 a I'aide d’'un mé-
canisme différent de celui de I'activation de ERK1 et ERK2 de la voie MAPKERK (47).
MEKS (MAP/ERK kinase 5) active ensuite ERKS5 dans le cytoplasme puis ERK5 est
relocalisé au noyau. Il active le facteur de transcription MEF2C qui induit I'expression
de c-JUN (2, 180). MEKS5 est distincte des autres MKK par sa longue séquence N-
terminale qui présente une homologie avec 2 protéines de levures, soit le produit du
gene CDC24 de Saccharomyces cerevisia et la protéine homologue encodée par le
gene Scd1 de Schizosaccharomyces pombe. Méme si la fonction de cette sé-
quence N-terminale est inconnue, il est possible qu'elle se lie a la G protéine Rac
(52).

1.3  VOIE MAPKERY

La proteine ERKY (extracellular regulated kinase 7) n'est pas activée par les
stimulus extracellulaires qui activent généralement ERK1 et ERK2. Elle n'est pas
activée non plus par les activateurs de JNK (c-JUN N-terminal kinase) ou de p38, et
ce, malgre la présence de la séquence d’activation Thr-Glu-Tyr (3, 125). ERK7 est
une protéine constitutivement active. Son activité kinase requiert un domaine kinase
fonctionnel ainsi que son extrémité C-terminale (3, 125). Le transfert de ERK7 du
cytoplasme au noyau est dépendant de son extrémité C-terminale et non de la
phosphorylation de son domaine d’activation (3, 125). L'extrémité C-terminale pos-
sede deux domaines SH3 (Src homology 3 domain) dans sa région riche en proli-
nes. Ces domaines SH3 pourraient faciliter des intéractions protéine-protéine qui
activeraient ERK7(3). D'ailleurs, la protéine CLIC3 (chloride intracellular channel 3)
qui se retrouve principalement au noyau, est capable de se lier a I'extrémité C-
terminale de ERK7 suggérant que CLIC3 et ERK7 pourraient jouer un rdle dans le

contréle de la croissance cellulaire (125). L'extrémité C-terminale permetterait a
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ERKY d'inhiber la synthése d'’ADN (acide desoxyribonucléique) lors de conditions
stressantes comme Ia stimulation avec des esters de phorbols, le traitement avec du
péroxide d’hydrogéne ou la surexpression de MEKK (MEK kinase) constitutivement
active de la voie MAPK™ (3, 125). Ce réle d'inhibition de la croissance cellulaire est
indépendant du niveau d'expression de ERK7 mais non de son activité kinase (3,
125). De plus, ERK?7 jouerait un réle dans le contrdle de I'expression génique par
son habileté a phosphoryler certains facteurs de transcription in vitro et par sa locali-

sation majoritaire au noyau (3).

1.4  VOIE MAPK P38

Deux voies MAP Kinases sont principalement activées par le stress cellulaire.
La premiére est la voie MAPK™®. Cette derniére peut étre stimulée par plusieurs
facteurs dont les radiations UV (ultraviolet), le choc osmotique, le choc thermique,
les lipopolysaccharides, les inhibiteurs de synthése protéiques, certaines cytokines
comme IL-1 (interleukine-1), TNF-o. (tumor necrosis factor-1) ainsi que les récep-
teurs couplés aux protéines G (177). Ces signaux activent les MKKK TAK1, ASK1,
SPRK ou PAK qui activent a leur tour MEK3 (MAP/ERK kinase 3) ou MEKS6
(MAP/ERK kinase 6). Ces derniéres phosphorylent une thréonine et une tyrosine de
la séquence Thr-Gly-Tyr de MAPK™® (177). MAPK"® existe sous quatre isoformes:
MAPK™® | MAPK™®*  MAPK™® et MAPKP® (177). Suite & lactivation d'une
MAPK"®, plusieurs substrats sont phosphorylés et activés. Parmi ceux-ci, on
compte MAPKAP Kinase 2 et 3 (MAPK-activated protein kinase) ainsi que des fac-
teurs de transcription dont AFT2, ELK1, Chop et Max. ELK1 et Max, une fois
phosphorylés, forment un hétérodimére avec c-Myc. lls sont également des subs-
tats de ERK1 et ERK2, ce qui présente un point de convergence entre la voie
MAPK™®® et MAPKER® (177). La voie MAPKP® est impliquée dans la production de
cytokines chez les cellules hématopoiétiques, dans la prolifération cellulaire induite

par les cytokines et dans I'apoptose (177).



1.5  VOIE MAPK MK

Une autre voie activée par les stress cellulaires est la voie MAPK'™K Les
stress cellulaires comprennent le choc thermique, lirradiation ultraviolette, I'ADN
endommage, la formation de H,O,, I'hyperosmolarité, les facteurs de différentiation
et les facteurs de croissance (177). Ces signaux activent les MKKK MEKK1 (MEK
kinase 1), MEKK2 (MEK kinase 2), MEKK3 (MEK kinase 3), MEKK4 (MEK kinase 4),
TAKI, MUK, Tpl-2, SPRK, ASKI ou MST qui activent a leur tour MEK4 (MAP/ERK
kinase 4) et MEK7 (MAP/ERK kinase 7). Ces derniéres phosphorylent une MAPKNK
sur une thréonine et une tyrosine dans la séquence d’activation Thr-X-Tyr. Les
MAPK™ sont encodées par trois différents génes, JNK1, JNK2 et JNK3, qui sont
également sujet & un épissage alternatif. Les JNKs n'ont pour substrat que des fac-
teurs de transcription incluant c-JUN, ATF 2, ELK-1, p53, DPC4 et NFAT4 (177). La
voie MAPK "™ joue un réle important dans la régulation de I'apoptose, la morphagé-
nese, la croissance et la différentiation cellulaire (177). Elle est en plus impliquée
dans la regénération hépatique, I'activation des cellules T et la production de cytoki-
nes. Tout dépendant de la nature des génes transformants, elle participe aussi a

certains événements oncogéniques (111).

La voie MAPK™ peut étre contrélée de fagon négative par deux phosphata-
ses, soit MKP-1 (MAP kinase phosphatase 1) et M3/6 qui déphosphorylent les JNKs
(177). A Tlinverse, une protéine adaptatrice JIP-1 (JNK-interacting protein 1), active
la voie MAPK™K en plus de lier MLK (mixed-lineage protein kinase) avec MEK7 et
JNK. Ainsi, JIP-1 permet l'activation de la voie en réponse a des signaux spécifiques

ou l'isolation de ce module des autres signaux extracellulaires (176).

1.6  VOIE MAPKERK

Finalement, la derniére et la mieux étudiée des 6 voies MAP kinases chez les
mammiféres est la voie MAPKER¥, Cette voie est activée par de nombreux signaux
extracellulaires incluant les facteurs de croissance, linsuline (18), les esters de
phorbol, la nicotine, I'acide okadaique, le sérum, les activateurs de la maturation des
oocytes, le péroxide d’hydrogéne (126) et autres. En réponse & I'activation des ré-
cepteurs tyrosine kinase comme le récepteur EGF (epidermal growth factor), le ré-

cepteur GH (Growth hormone receptor), le récepteur PGDF (platelet-derived growth
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factor) et le récepteur a insuline, il y a phosphorylation en tyrosine des domaines
intracellulaires des récepteurs eux-méme, en plus de la phosphorylation de protéi-
nes adaptatrices comme Shc. Shc consiste en un domaine PTB (phosphotyrosine
binding domain), deux domaines SH2 (Src homology 2 domain) et un domaine SH3.
Il se lie & des phosphotyrosines spécifiques du récepteur EGF par son domaine PTB
ce qui resulte en sa phosphorylation en tyrosine soit par le récepteur ou par Src, une
tyrosine kinase intracellulaire. Cette phosphorylation permet a une seconde protéine
adaptatrice, Grb2, de se lier & Shc par son domaine SH2. Grb2 consiste en un do-
maine SH2 et 2 domaines SH3. Cette association augmente la quantité de Grb2 qui
s'associe au récepteur. Parce que le facteur d’échange de nucléotide guanyliques
SOS (son of Sevenless) est constitutivement lié¢ au domaine SH3 de Grb2,
I'association au récepteur de Grb2 permet I'échange de GDP (guanosine diphos-
phate) pour du GTP (guanosine triphosphate) sur Ras au niveau de la membrane
plasmique. La forme active de Ras-GTP recrute MKKK®"' par son domaine NH,-
terminal & la membrane. Raf-1 est phosphorylé sur les tyrosines 340 ou 341 par des
tyrosines kinases associées a la membrane comme c-Src (43, 177). 1l est également
phosphorylé sur deux sérines en position 338 et 339 (43, 83). Raf-1 activé peut
maintenant phosphoryler MKK"=“"= syr 2 sgrines régulatrices (8, 23). MEK1
(MAP/ERK kinase 1) et MEK2 (MAP/ERK kinase 2) font partie d’'un petit groupe de
kinases a double spécificité qui catalysent la phosphorylation en sérine/thréonine
ainsi qu’en tyrosine (15). Ces enzymes phosphorylent MAPK ERKVERK2 o112 thréo-
nine 183 et la tyrosine 185 de la séquence Thr-Glu-Tyr située sur la boucle
d'activation de ces derniers (127). Les réactions ont lieu au niveau du cytoplasme
par une liaison au domaine N-terminal de MEK1 et MEK2 (51, 140). Lorsquil y a
activation de la voie, ERK1 et ERK2 se dissocient des MEKS, se dimérisent et sont
rapidement relocalisés au noyau. lls contrélent alors I'activité de facteurs de trans-

cription en phosphorylant les motifs Pro-Leu-Ser/Thr-Pro sur ces derniers (140).

Parmi les substrats de ERK1 et ERK2, nous retrouvons des protéines kina-
ses comme p90™ [a phospholipase cytosolique A,, la région juxtra-membranaire du
récepteur EGF, plusieurs protéines associées aux microtubules dont MAP-1, MAP-2,
MAP-4 et Tau, les facteurs de transcription comme ELK 1, Ets 1, Sap 1a, c-Myc, Tal,
les protéines STAT (signal transducer and activator of transcription proteins), Myb
(177) et la phosphatase MKP-3 (MAP kinase phosphatase-3) (21). ERK1 et ERK2
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peuvent aussi phosphoryler Ras, Raf-1 et MEK1 réduisant ainsi leur activité catalyti-
que par un mécanisme de régulation négative (177, 198). De plus, ERK1 et ERK2
sont capables de s'autophosphoryler (145, 180).

1.6.1 ROLES DE LA VOIE MAPKERX

La voie MAPK=* est principalement impliquée dans le controle de Ia prolifé-
ration, de la différentiation, de la migration cellulaire et de la sénescence. La ré-
ponse est determinée selon la durée de I'activation de ERK par des stimuli extracel-
lulaires. Un exemple classique est la cellule PC12 qui, lorsque stimulée par le EGF,
se divise, alors que stimulée par le NGF va se différencier en neurone et arréter sa
croissance (37, 171, 177).

1.6.1.1 LA PROLIFERATION

La prolifération est généralement induite par une activation transitoire de la
voie MAPKERK (100). Par exemple, dans des cultures primaires d’hépatocytes de
rats, une activation aigué de la cascade MAPKERK augmente la synthése d’ADN ce
qui permet la progression en phase G,/S (164). De méme pour les cellules PC12,
I'activation transitoire de cette voie par Ras induit leur croissance cellulaire (100).
Cependant, il arrive parfois que la prolifération soit induite par une activation soute-
nue de la voie MAPK®RK Notamment, chez les fibroblastes, I'activation soutenue de
la voie MAPK®R® par des facteurs de croissance durant la phase G, améne a la
croissance cellulaire en permettant I'entrée en phase S et a la transformation dans
certains cas (36, 90, 102, 104, 119).

La durée de l'activation de ERK n'est pas le seul élément impliqué dans la
prolifération cellulaire. La voie MAPKFR® possede elle-méme une activité anti-
apoptotique. Cette voie atténue les signaux apoptotiques initiés par les « death re-
ceptors » grace a MEK qui induit 'expression de FLIP (FLICE inhibitory protein), un
inhibiteur de I'apoptose (194). La voie MAPK® inhibe aussi I'apoptose induite par
la déprivation du NGF chez des cellules PC12 (185). Les MAPKE®*® sont également
activés par la sphingosine-1-phosphate, ce qui résulte en l'inhibition de 'apoptose
induite par les céramides (40, 155) mais aussi par la cardiotrophine 1 dans les myo-
cytes cardiaques (150). Le réle de la voie MAPKERX dans Ia prolifération est de plus
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supporte par le fait que la moitié des ERKs activés sont attachés au cytosquelette

participant ainsi a la réorganisation de ce dernier (130).

1.6.1.2LA SENESCENCE

Suite a plusieurs divisions cellulaires in vitro, les cellules cessent de proliférer
et deviennent sénescentes. La sénescence est un état qui se caractérise par I'arrét
irreversible de la division cellulaire, la rétention de la viabilité des cellules et
Iinduction d'un marqueur enzymatique pour la sénescence, la B-galactosidase acide
(200). La sénescence peut étre induite par de I'ADN endommageé, par le racourcis-
sement excessif des téloméres, par les composés chimiques capables de démétyler
PADN, par les céramides, par les inhibiteurs de |a deacétylation des histones et par
Pactivation constitutive de la voie MAPK®™ (93, 200). Cette derniére permet non
seulement l'initiation d'une prolifération cellulaire aberrante, mais accélére aussi la
senescence en induisant p53 et p16, deux génes supresseurs de tumeurs.
L'accumulation de p53 et de p16 sert a bloquer Ia division cellulaire initiée par Ras
ou Raf oncogéniques et & induire la sénescence. Toutefois, les cellules qui auraient
acquis des mutations dans le géne p53 ou dans le locus INK4a/ARF échappent a la
sénescence réveélant ainsi le pouvoir transformant de la voie MAPKERX constitutive-
ment active (93, 200).

1.6.1.3 LA DIFFERENTIATION

Contrairement & une activation transitoire de la voie MAPKERK qui induit gé-
néralement la croissance cellulaire, une activation soutenue de cette voie mais non
constitutive permet la différentiation cellulaire. La différentiation cellulaire est un pro-
cessus complexe qui implique I'arrét de croissance des cellules, la sortie du cycle
cellulaire et I'expression de génes spécifiques au type cellulaire. Par exemple, une
activation soutenue de la cascade MAPKE® dans les cellules de tétrocarcinome F9
augmente l'expression des protéines inhibitrices cdk, réduit 'activité des cdk (cyclin-
dependent kinase) et inhibe la synthése d’ADN (164). Chez les cellules PC12 qui ont
été stimulées par le NGF, la différentiation neuronale est assurée par I'activation
soutenue de la voie MAPKERX et par la relocalisation nucléaire des ERKs (36, 100,
177, 185). La différentiation des cellules PC12 peut aussi étre induite par un facteur
neurotrophique dérivé de cellules d’astrocytomes humains (1321N1) qui active la
voie ERK (116). Chez les fibroblastes, le PDGF induit une activation soutenue des
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ERKS. Cette activation soutenue est mediée par les isoformes de PKC (protéine
kinase C) et de PI-3 kinase (phosphatydiIinositol-3-kinase) et non par MEK ou les
MEK kinases (61). L’activation de ERK1, ERK2 et de la p70 (s6K) sont requises pour
la différentiation terminale des préadipocytes 3T3-F442A indépendamment de
'hormone de croissance (192). L'inhibition de Pactivité kinase de ERK par des inhi-
biteurs pharmacologiques de MEK, par I'expression d’'un mutant dominant négatif de
ERK ou par I'expression de MKP-1, permet d’inhiber l'activation du promoteur de Ia
protéine myéline dans les cellules DP2T. Par conséquent, Ia différentiation des
oligodendrocytes et des cellules de Schwann en des cellules matures capables de
produire de la myéline est bloguée en réponse a I'AMP cyclique (adenosine-3’, 5'-
phosphate cyclique) (33). Le traitement par le bryostatine-1 induit la différentiation
d'une lignée de celiules leucemique promyélocytique en activant ERK. Ce dernier
hyperphosphoryle ensuite le mutant P33 surexprimé, ce qui provoque sa dégrada-
tion (153). Dans une autre lignée de cellules leucémiques myeloblastiques humai-
nes, le traitement avec [Iacide rétinoique ameéne [Iactivation de ERK,
I'hyperphosphorylation de Ia protéine suppresseur de tumeur rétinoblastome (RB), la
différentiation cellulaire et I'arrét en Go (195). De plus, I'activation de Ras-Raf-MEK-
ERK par lacide rétinoique est suffisante pour induire la différentiation de
endoderme primitif de cellules F9 de carcinome embryonnaire de souris (170).
Toujours en ce qui a trait aux cellules cancereuses, chez une lignée de cellules de
carcinome du sein, I'activation soutenue de la MAPKERK agt essentielle et suffisante
pour que I'Hérégulin beta 1 induise la différentiation cellulaire (92).

Pour certains types cellulaires, Ia différentiation peut étre induite par un arrét
de signalisation de la voie MAPKERK Chez les HT29-18-N2, un sous-clone d'une
lignée de cellules dérivées du cancer du colon humain, I'arrét de la voie MAPKERK
par linhibiteur PDO98059 de MEK induit la différentiation des composantes de Funité
crypte-villlosité de ces cellules (162). Linhibition de la voie MAPKERK induit aussi la

différentiation de cellules mélanomes B16 (46).

Il est intéressant de noter que dans les cellules glomérulaires mésengiales,
les ARN messagers (acide ribonucléique) de ERK et de MEK sont contrblés diffé-
remment lorsque la voie MARKER® gst activée 3 long terme. Contrairement a ERK,
l'induction des ARN messagers de MEK est dépendante de la synthése de nouvelles

proteines ainsi que la durée de Ia stimulation de la voie par le sérum, I'endothéline-1
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et le PDGF BB. De plus, 'augmentation de I'expression des ARN messagers de

MEK induite par le sérum est accompagnée par une augmentation de I'expression
de ces protéines, de I'activité de MEK et de ERK (141).

1.6.1.4 LA MIGRATION

La migration cellulaire est un phénoméne essentiel pour une varieté de pro-
cessus biologiques allant du développement et de I'angiogénese jusqu’a la formation
des métastases. Cette mobilité est induite par plusieurs facteurs de croissance
agissant sur des récepteurs qui possédent une activité tyrosine kinase intrinséque.
Parmi les cellules capables de migrer, nous retrouvons les cellules musculaires lis-
ses vasculaires impliquées dans la formation néointimale et dans I'athérosclérose.
La migration de ces cellules est possible grace a I'activation de ERK1 et ERK2 par
le PDGF-BB, I'angiotensine Il, les esters de phorbols et la signalisation chimiotacti-
que de TNF-alpha (17, 56, 60, 86, 115, 124). Les ERKs ainsi activés augmentent
l'activité kinase de la MLCK (myosin light chain kinase) qui phosphoryle a son tour la

chaine légere de la myosine (86).

D'autres types cellulaires sont également capables de migrer en réponse a
un stimulus chimiotactique. Suite & une lésion, la prolifération et la migration des
cellules mésangiales est assurée par la voie PI-3 kinase qui a pour cible ERK (31).
Dans les cellules HT29 de carcinome du colon, le facteur de croissance hépatocy-
taire (HGF) régle la mobilité cellulaire par les intégrines et par ERK (86). Chez les
cellules neuro-épithéliome embryonnaire SK-N-MC, une activation soutenue de
ERK2 serait impliquée dans la dispersion des cellules (169). Cependant, il existe des
cas ou l'activation de la voie MAPKERK ne soit pas suffisante pour induire la migra-
tion cellulaire. Par exemple, c'est le cas ol la mobilité est relayée par le récepteur
EGF. L'activité de ERK ne semble pas étre suffisante pour induire la migration cel-
lulaire alors que I'activité de la phospholipase C est requise (30). Par ailleurs, chez
les neutrophiles, la migration est dépendante de I'activation de tyrosine kinases et de
la protéine kinase C. Elle est de plus partiellement dépendante de I'activation de la
PI-3 kinase et n'implique pas 'activation des ERKs (186).
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1.6.2 INACTIVATION DE LA VOIE MAPKERK

Les MAP kinases ERK1 et ERK2 sont déphosphorylées sur leur motif
d’activation Thr (P) — Glu = Tyr (P) par une famille de phosphatases a double spéci-
ficitt. Ces protéines tyrosine phosphatases (PTPases) sont caractérisées par la
séquence (I/V) HCXAGXXR (S/T)G qui est essentielle pour leur activité. Certaines
d’entre elles sont situées dans le noyau, tel MKP-1, MKP-2, PAC 1, VHR, B23,
M3/6, alors que d’autres sont situées dans le cytoplasme, tel MKP-3 et MKP-4. Elles
permettent a ERK de se réassocier avec MEK1 dans le cytoplasme (64, 177). Parmi
ces phosphatases, MKP-1, MKP-3 et MKP-4 sont plus sélectives pour déphospho-
ryler ERK1 et ERK2 que les autres MAPKs alors que M3/6 qui est trés spécifique
pour MAPK " et MAPK™ (64, 109, 140, 149, 177).

Suite a I'activation et & la translocation nucléaire de ERK, il y a induction du
géne MKP-1. La cinétique de la synthése de MKP-1 coincide partiellement avec la
cinétique d’inactivation de ERK dans des fibroblastes 3T3 de souris stimulées avec
du sérum (160). Il a donc été proposé que MKP-1 exercerait un effet de rétroinhibi-
tion sur la signalisation de la voie MAPKERK, Cependant, dans les cellules PC12,
méme s'il y a induction de 'expression de I'ARN messager de MKP-1 par le EGF,
linactivation de ERK se fait avant méme I'induction de MKP-1 (182). Ceci suggére
que les mécanismes d’inactivation de ERK sont dependants du type cellulaire et du
type de stimulation. Tout comme MKP-1, I'expression de MKP-3 est, elle aussi, in-
duite par la voie ERK. De plus, MKP-3 est localisée dans le cytoplasme (109, 110).
Elle se lie au domaine N-terminal de ERK, ce qui stimule 30 fois son activité phos-
phatase pour ERK (109). D’autres phosphatases comme PP1 (protein phosphatase
1) et PP2A (phosphoprotein phosphatase 2A), a spécificité sérine/thréonine, vien-
nent egalement controler la voie MAPK®™* mais cette fois en déphosphorylant MEK
et Raf activés (140).

1.6.3 AUTRES RECEPTEURS CAPABLES D’ACTIVER LA VOIE MAPKERK

Les récepteurs a activité tyrosine kinase ne sont pas les seuls a étre capa-
bles d'activer la voie MAPK™ . On retrouve aussi des récepteurs a activité sé-
rine/thréonine kinase, comme le récepteur TGF-B1 (transforming growth factor-p1)

qui active PKC et stimule la voie MAPKE (12, 128). On retrouve également des
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récepteurs ne possédant aucune activité tyrosine kinase comme les récepteurs des
cytokines. Parmi ceux-ci, nous retrouvons le récepteur CD28 qui appartient aux cel-
lules T ainsi que le récepteur sur les cellules B (2, 177). lls activent la voie ERK par
lintermédiaire de tyrosines kinases de la famille Src, comme Yes, Syk, Lyn, Lck ou
Fyn. Ces derniéres permettent la phosphorylation en tyrosine des récepteurs et de
Shc. Il s’en suit, comme pour les récepteurs a activité tyrosine kinase, le recrute-
ment de Grb2/SOS suivi de I'échange de GDP pour du GTP sur Ras et finalement,
I'activation de la voie MAPKERK (2, 177). D'autres récepteurs a cytokines activent la
voie MAPK=™ via un mécanisme différent, soit par I'activation des JAKs (Janus ki-
nase-1, -2, -3 et Tyk 2) qui en plus de phosphoryler STAT peuvent phosphoryler
Shc. En retour, ERK1 et ERK2 peuvent phosphoryler et contréler I'activité de STAT
(177).

Les récepteurs couplés aux protéines G activent également la voie MAPKERK
Dans le cas des récepteurs couplés aux protéines G i, leur sous-unité By permet
I'accumulation de Ras actif et stimule la phosphorylation en tyrosine de Shc (2, 157,
177) par un mécanisme dépendant de PI-3 kinase (31). Ainsi, les complexes Shc-
Grb2 connectent le signal des récepteurs couplés aux protéines G a ERK. Pour les
récepteurs couplés aux protéines Gog/y1, le mécanisme est indépendant de PI-3
kinase y mais dépendant de la stimulation des protéines Gag/y4 et de I'activation de
la phospholipase C-B (157, 165). Par conséquent, le calcium intracellulaire active
Pyk2, une tyrosine kinase riche en prolines, qui active a son tour soit She en Ia
phosphorylant en tyrosines ou permet le recrutement de complexes Grb2/SOS de Ia
méme fagon que pour les récepteurs tyrosine kinases, activant ainsi Ras (2, 177).
En ce qui a trait aux récepteurs couplés aux protéines Gsa., la signalisation jusqu’a
ERK est dépendante de la protéine kinase A qui implique la participation de deux
autres protéines, Rap1 et B-Raf mais non Ras (173).

Finalement, les intégrines peuvent aussi activer la voie MAPKERK  Ces ré-
cepteurs transmembranaires se lient a des protéines de la matrice extracellulaire
comme la fibronectine, le collagéne et la vibronectine permettant ainsi la formation
de points d'adhésions focaux qui relient les intégrines aux fibres d’actines. Cette
liaison d'intégrines est relayée en partie par Rho qui active la voie MAPKERK (2, 25
177).
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1.6.4 REGULATION DE LA VOIE ERK PAR LES PROTEINES ADAPTATRICES

Des proteines adaptatrices entrent également en jeu pour faciliter le passage
rapide d'un signal dans une cascade MAP kinase. Les protéines 14-3-3 sont des
diméres qui s'attachent, entre autres, a Raf-1 lorsqu'il est phosphorylé en sérines et
en thréonines. Ainsi Raf-1 se trouve protégé contre sa déphosphorylation et peut
demeurer actif plus longtemps. KSR (kinase suppressor of Ras) et MP1 lient toutes
les deux ERK et MEK1 (2, 78, 139, 176, 196). Elles facilitent I'activation de ERK par
MEK. Si KSR semble jouer un réle positif dans la signalisation entre MEK et ERK, il
ne demeure pas moins que cette protéine adaptatrice puisse empécher ERK activé
de phosphoryler un de ses substrats, Elk-1, sans affecter I'activité kinase de ERK
dans les cellules de mammiféres (158). Ceci pourrait expliquer comment différentes
réponses physiologiques sont générées a partir de l'activation d’un ensemble com-
mun de kinases. KSR pourrait permettre a la voie MAPKER® de moduler une ré-
ponse cellulaire différente en affectant certains substrats de ERK sans affecter la
phosphorylation de d’autres substrats (158).

1.6.5 REGULATION CROISEE ENTRE LA VOIE MAPKERK ET D’AUTRES VOIES
DE SIGNALISATION

Les mécanismes de signalisation sont compliqués par I'existence de phéno-
meéne de régulation croisée. Par exemple, Rac 1 et Cdc42 hs, de petites protéines
G de la famille Rho qui activent la voie MAPKNX, coopere aussi avec Raf-1 pour
activer la voie MAPK™™ par le biais de PAK1 (p21-activated kinase). PAK1 phos-
phoryle MEK sur deux sites, la sérine 298 et la thréonine 292, nécessaires a la liai-
son entre Raf-1 et MEK in vivo. Ainsi, la phosphorylation de MEK permet son asso-
ciation avec Raf-1, qui en retour augmente I'activité de MEK (49). La voie MAPKERY
module également ['activité des JAKs qui, non seulement permettent 'activation des
STATs, mais agissent aussi en aval de Ras pour activer la voie MAPKERK  Par
conséquent, la coopération qui existe entre la voie MAPK™X et la voie MAPKERK,
permet de maximiser la transcription de génes comme c-fos grace a l'activation de
facteurs de transcription qui se lient aux sites SIE (Sis-inducible element) et & SRE
(serum response element) dans le promotteur (156, 179). La régulation croisée peut
étre aussi induite par PKC §. La phospholipase C, PI-3 kinase et d'autres molécules
produisent divers métabolites lipidiques qui activent ensuite PKC 8. Cette derniere

active la voie MAPK™ via Raf (167). Chez les cellules PC12 et les neurones de



14
I'hippocampe, le calcium Ca* permet Ia transcription des génes médiés par CRE
(AMP cyclic response element). Cette transcription est rendue possible grace a PKA
(proteine kinase A) qui active indirectement ERK. PKA pourrait permettre la forma-
tion de dimeres de ERKs ou encore faciliter le transport nucléaire de ceux-ci.
L'activation persistante de ERK améne donc a I'activation de Rsk?2 et tous deux sont
relocalisés au noyau. lls phosphorylent et activent CREB (AMP cyclic response ele-
ment binding protein) permettant ainsi 'expression des genes médiés par CRE

(AMP cyclic response element) (72).

1.7 LES MEMBRES DE LA FAMILLE MKK

La famille des MAP kinase kinases comprend 7 membres de MEK1 a MEK7.
MEK1/2 activent ERK1/2, MEK3/6 activent p38, MEK4 et MEK7 activent JNK/SAPK
et finalement, MEK5 active ERK5 (80, 132, 198). La specificité des enzymes MEK

est trés fine et il n'exsiste pas d'activation croisée entre les diverses MAP kinases.

En ce qui concerne les MAPK kinases de la voie ERK, MEK1 se lie préféren-
tiellement a A-Raf alors que Raf-1 active autant MEK1 que MEK2 (184). En ce qui a
trait a B-Raf, il se lie a MEK1 et MEK2 mais il active mieux MEK1 que MEK2 (131).
Le choix de lisoforme de Raf qui activera MEK est en partie déterminé par les ni-
veaux d'AMP cyclique. En effet, une concentration intracellulaire élevée d’AMP cy-
clique inhibe sélectivement Raf-1 dans les cellules fibroblastes Rat-1, possiblement
par la phosphorylation directe de Raf-1 par PKA (34, 147, 183). A-Raf et B-Raf ne
sont pas les seules MKKK capables d’activer MEK. MEK1 et MEK?2 peuvent aussi
étre activées par MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3 tous de la voie JNK, par MKKK™ pro-
duit du protooncogéne c-Mos des ceufs et oocytes de Xenopus et par MKKK™? (14,
85, 89, 96, 114, 123, 137, 140, 177, 187).

1.7.1  EXPRESSION DE MKKVEK!MEK?

MEK1 et MEK2 sont deux enzymes ubiquitaires, mais leurs niveaux
d'expression différent selon les tissus et les stades de développement. Par exem-
ple, 'expression de MEK2 est trés élevée dans la rate et les intestins mais elle est
plus faible dans le coeur et le cerveau adulte. Par contre, son expression est 5 fois
plus élevée dans le cerveau néonatal (19). MEK1 montre une plus forte expression

dans le cerveau adulte mais les niveaux de protéines sont faibles dans le coeur (19).
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L’expression de MEK1 est vitale pour le développement embryonnaire. MEK2
ne compenserait pas pour l'absence de MEK1. Des embryons de souris dont le
gene MEK1 a été inactivé par mutagénése meurent apres 10,5 jours de gestation.
Les résultats ont permis de démontrer I'implication du gene MEK1 dans la signalisa-
tion de la fibronectine qui permet aux fibroblastes de migrer et d’assurer la vasculari-

sation de la région labyrinthine du placenta (55).

1.7.2 STRUCTURE DE MKKMEK1/MEK2

Raf-1, c-Mos et les MAPKKKs phorphorylent MEK1 et MEK2 sur leurs rési-
dus sérines 218 et sérine 222. Ces deux sérines sont localisées dans la boucle
d’activation entre les sous-domaines VIl et VIl (33, 118, 129). Les MAPKKKs
phosphorylent d’abord la sérine 218 qui se trouve a étre I'etape limitante. La sérine
222 est ensuite phosphorylée rapidement. Raf-1, quant a lui, semble phosphoryler
les deux sérines de fagon approximativement égale (8,189). Les séquences de
MEK1 et MEK2 sont 85% identiques, leurs différences se situent dans le domaine N-
terminal et dans une région riche en prolines, située entre les domaines IX et X. Les
prolines de cette région sont, par contre, bien conservées entre MEK1 et MEK2 (19,
33, 187).

1.7.3 INSERTION RICHE EN PROLINES DE MKK"EK1MEK2

Cette région riche en prolines ne se retrouve nulle part ailleurs chez les au-
tres membre de la famille MAPKK de la levure a 'humain (24, 41, 133, 188). Elle
jouerait donc une fonction unique pour la voie MAPKERX  En effet, Ia délétion de la
région riche en prolines de MEK1 empéche celle-ci de s’associer aux membres de la
famille Raf en plus de diminuer son activation in vivo suite & la stimulation par des
facteurs de croissance (24, 33, 41, 140). La substitution en alanine de résidus dans
cette region n’affecte pas I'activité enzymatique alors que lintroduction de prolines

dans l'insert augmente I'activité kinase de MEK1 (95).

MEK1 posséde dans cette région, une thréonine en position 292 qui n'a pas
été conservée chez MEK2 (24). Cette thréonine, une fois phosphorylée, permet la
formation d'un complexe ternaire entre MEK1-Raf-Ras-GTP qui rend MEK1 active

plus longtemps que MEK2 par I'association prolongée ou répétée de MEK1 avec Raf
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(24, 77). Bien que la phosphorylation de sites comme la thréonine 292 dans la ré-
gion riche en prolines de MEK1 module Ie couplage entre MEK et Raf, cette région
n'est pas le site de liaison & Raf-1 (41). La région riche en prolines peut étre phos-
phorylée aussi par les ERKs, Cdk 2 et PAK 1 in vitro (24, 41, 49). En plus de la
thréonine 292, MEK1 posséde une autre thréonine en position 286 qui est égale-
ment phosphorylée in vitro et in vivo (158). Ces deux thréonines font partie d’'un site
consensus de phosphorylation pour p34°°“? une protéine sérine / thréonine kinase
qui regle la division cellulaire. Cette enzyme catalyse la phosphorylation in vitro des

deux thréonines, ce qui diminue I'activité enzymatique de MEK1 (11, 134).

Il est a noter que la région riche en prolines contient un nombre d'éléments
similaires aux domaines SH3 et que I'un de ces éléments est entouré de sites de
phosphorylation spécifiques a MEK1. Toutefois, aucun de ces éléments n'a
d'identité avec les domaines SH3 connus (25). Malgré cela, ces éléments pourraient
étre impliqués dans la spécificité des interactions protéine-protéine de MEK1 et
MEK2 avec leurs activateurs, leurs substrats ou les protéines adaptatrices et régula-
trices (19).

ERK1 et ERK2 une fois activés par MEK1 et MEK2 sont capables de phos-
phoryler les deux MEKSs prés de leur extrémité C-terminale sur la séquence consen-
sus PX (S/T)P. Cette phosphorylation a pour effet de diminuer 'activité kinase des
MEKs. MEK1 posséde deux de ces séquences consensus, soit PRTP entre les ré-
sidus 290 et 293 ainsi que PSTP entre les résidus 384 A 388. MEK2, quant a elle,
posséde une séquence PGTP entre les résidus 392 a 395. Cette séquence corres-

pond & la deuxiéme séquence consensus de MEK1 (19, 33, 198).

1.7.3.1 SEQUENCE D’EXPORTATION NUCLEAIRE DE MKK"EX!MEK2

Suite & une stimulation par un agoniste, MEK1 et MEK2 sont massivement
relocalisées au noyau d'oli elles vont ressortir aussi rapidement grace a une sé-
quence d’'exportation nucléaire communément appelée la NES (nuclear export si-
gnal) (30, 74, 82, 133, 140). Cette séquence, riche en leucines, se situe entre les
acides aminés 32 a 44 dans la région N-terminale de MEK (50). Elle fait en sorte que
les deux isoformes de MEK se retrouvent dans le cytoplasme des cellules (74, 133).

De plus, la NES servirait d'ancre & ERK qui se lie au domaine N-terminal de MEK
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dans le cytoplasme (50, 140). En effet, des mutants de MEK avec une NES dys-
fonctionnelle ont été incapables de retenir ERK dans le cytoplasme. Par consé-
quent, la distribution de MEK et de ERK est uniforme dans le cytoplasme et dans le
noyau (50). L’importation de MEK au noyau dépend de I'incorporation de phosphate
ou de la présence de résidus chargés négativement sur la boucle d’activation. Elle

est totalement indépendante de I'activité de I'enzyme (163).

1.7.4 ROLES DE MKKVEK'MEK2Z hANS LE NOYAU

Ce n'est que lors de la prophase que les deux isoformes de MEK subissent
une importante relocalisation nucléaire et ce, malgré la présence de leur séquence
NES (149, 163). Il existe donc un mécanisme qui retarderait I'exportation de MEK et
qui stabiliserait les MEKs et les ERKs activés dans le noyau, afin de promouvoir
I'entrée en phase M des cellules somatiques (163). Tout comme ERK, MEK activé
se situe aux fuseaux mitotiques lors de la métaphase et de l'anaphase. Cependant,
MEK activé est totalement exclu des chromosomes et apparait plus diffus dans les
cellules en métaphase (148, 197). En plus de se retrouver dans le noyau, MEK1

serait requise pour la fragmentation du Golgi durant la mitose (4).

MEK n'est pas uniquement impliquée dans le contrdle de I'entrée en phase M
de cellules. Une activation prolongée des MEKs et des ERKs ainsi que la rétention
des ERKSs dans le noyau est requise pour la transition G,/G;, (20) et pour l'induction
de la transcription du géne cycline D1 (29, 88). Cette induction de Ia transcription du
gene cycline D1 améne a une transition G./S. Suite a la stimulation de cellules NIH
3T3 par du CSF-1 (colony-stimulating factor-1), MEK1 coopere avec d'autres si-
gnaux en provenance du récepteur CSF-1 pour induire I'expression de c-Myc et
permettre I'entrée en phase S (27). Le cycle cellulaire est de plus contrélé par
F'activation de MEK2 qui est essentielle aux cellules endommagées par la radiation
ionisante. Suite & I'arrét en phase G,/M qui est nécessaire a la réparation adéquate
de 'ADN, MEK2 permet aux cellules de progresser dans le cycle, grace a I'activation
de ERK et a sa localisation aux centres organisateurs de microtubules (1).
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1.8 IMPLICATION POSSIBLE DE LA VOIE MAPKERX DANS DIVERSES
PATHOLOGIES

Le role des voies MAPK et plus particulierement la voie MAPKERK dans la
progression du cycle cellulaire, la migration, la croissance, la différentiation cellulaire
et la sénescence suggére que ces voies peuvent étre impliquées dans la pathoge-

nése de certaines maladies.

1.8.1 LE SYNDROME DE L'IMMUNITE DEFICIENTE ACQUISE

Le virus de type HIV-1 induit une dérégulation du systéme immunitaire. En se
liant aux récepteurs CD4, il active la voie MEK/ERK Kinase, stimule I'expression de
facteurs nucléaires comme AP-1, NF-xB et C/E BP ce qui améne a l'expression
aberrante des génes de l'inflammation (121). L'infection de cellules hétes par le HIV-
1 requiert la collaboration de ERK pour la phosphorylation de son complexe de
transcription inverse. Ce dernier est alors relocalisé au noyau afin de permettre la
syntheése d’acides nucléiques viraux (75). ERK phosphoryle également une protéine
virale, Vif, qui est nécéssaire a la réplication du virus et a I'infection de cellules hétes
(190). Toutefois, I'activation de ERK permet aussi d'augmenter le taux de réplication
du virus et l'infection dans certaines lignées cellulaires qui ne requiérent pas la fonc-
tion de Vif. Ceci suggeére que d'autres protéines virales comme Rev, Tat, p17(Gag),
et Nef pourraient étre des substrats potentiels de ERK (191).

1.8.2 ROLES DES PROTEINES DE LA VOIE MAPKERK DANS LE DEVELOPPE-
MENT DU CANCER

Plusieurs protéines sérine/thréonine kinases sont impliquées dans la trans-
formation de cellules normales en cellules cancéreuses. Les transformations mali-
gnes sont souvent initiées par des mutations sur ces protéines ce qui permet
d'amplifier les signaux provenant de ces proto-oncogénes. Par exemple, Ras onco-
génique induit la transformation en activant la voie Raf-1/MEK/ERK (81) et en aug-
mentant I'activité transcriptionnelle de NF-xB, un facteur de transcription qui joue un
réle important dans la prolifération cellulaire (48). Les mutations des protéines sé-
rine/thréonine kinases sont également responsables des changements dans l'ex-
pression génique, dans l'architecture du cytosquelette, dans les intéractions entre

les cellules ainsi que dans le métabolisme (172).
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Ainsi, la substitution des deux sérines régulatrices de MEK1, les sérines 218

et 222, par deux acides aspartique ou par deux acides glutamique induit la transfor-

mation morphologique des cellules comme les NIH 3T3 (36). Les NIH 3T3 devien-

nent plus petites, plus rondes et plus réfractiles (7). Ces mémes mutations entrai-

nent l'activation de la transcription de AP-1, la perte d’encrage et le développement

des tumeurs solides chez les souris nues (96, 98). D'ailleurs, la délétion des acides

amines 32-52 du domaine N-terminal de MEK1 augmente la capacité de MEK1 3

pouvoir transformer les cellules de rongeurs (20) en plus de permettre I'entrée en
phase S de cellules Swiss 3T3 (59).

Alors que des lignées de cellules tumorales provenant du cerveau, de
I'cesophage, de I'estomac, du foie ou d’une origine hématopoiétique montrent une
activation limitée des ERKs, des lignées de cellules tumorales isolées du pancréas,
du colon, du poumon, des ovaires et des reins montrent une activation constitutive
des ERKSs qui est associée a I'activation des MEKs (69, 112). Bien que MEK soit
activée dans des lignées de cellules tumorales du poumon, sur 37 lignées de cancer
du poumon étudiées, aucune mutation changeant la séquence en acides aminés de
MEK1 ou MEK2 n’a été détectée (13). L’activation de MEK peut étre due a des
mutations dans le gene Ras, Raf-1 ou toute autre molécule en amont de Ras comme

la surexpression du récepteur EGF (69).

MEK pourrait aussi participer au développement, a Ia progression (107) et au
caractere envahissant des tumeurs activées par la sécrétion autocrine et/ou para-
crine de facteurs de croissance. Par exemple, UM-SCC-1 et MDA-TU-138, deux
lignées de cellules carcinomes squameuses qui sécrétent trés avidement I'activateur

du plasminogéne (151).

1.8.2.4 CHAN!(ESEMENT DANS L’EXPRESSION DES PROTEINES DE LA VOIE
MAPKERK

Des changements au niveau de I'expression de protéines peuvent également
jouer un réle dans le processus tumoral. Par exemple, la surexpression et
I'autophosphorylation du récepteur ErbB2/Neu qui permet le couplage de Ras 3 la
voie MEK/ERK kinase, augmentent considérablement I'activité de ERK dans des

ligneées de cellules du cancer du sein (9, 76). Le récepteur ErbB2 est surexprimé
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dans 20 & 30% des cancers du sein. Il jouerait un réle important dans le dévelop-
pement et dans la progression des tumeurs (152). Le récepteur EGF reconnu pour
activer la voie MAPK®* est Iui aussi surexprimé dans approximativement 40% des
carcinomes du sein (22). La protéine CR-1 qui appartient a la famille des facteurs
de croissance épidermiques et qui est différentiellement exprimeée, active la voie
Ras/Raf/MEK/MAPK chez plusieurs lignées différentes de cellules du cancer du sein
humain (79).

MEK1 est également surexprimée dans plusieurs types de tumeurs (117).
Sur 25 tumeurs de carcinomes rénaux humains, il y en a 13 qui ont montré une
surexpression de MEK. Cette surexpression est associée de trés pres a
laugmentation de l'activité de ERK et de Raf-1 (117). Pour la premiere fois, la
hausse de I'expression et de I'activité (103) de MEK1 et MEK?2 a été démontrée

dans 23 lignées de cancer du sein humain (136).

1.8.2.2 ACTIONS DES CARCINOGENES ET DES HORMONES STEROIDIENNES

Certains agents cancéreux ciblent la voie MAPKER® pour exercer leur effet.
Entre autres, les esters de phorbol, des agents promoteurs de tumeurs, activent la
PKC qui, a son tour, phosphoryle Raf-1 pour activer la voie ERK (94). Le BHTOOH
(butylated hydroxytoluene hydroperoxide), un agent promotteur de tumeurs de Ia
peau, stimule trés rapidement I'activation de la voie MAPKERK in vivo et dans des
keratinocytes de souris (63). La nicotine active la voie MAPKERX dans des cellules
du cancer du poumon, et plus particulirement ERK2, ce qui résulte en
l'augmentation de I'expression de la protéine bcl-2 et I'inhibition de I'apoptose de ces
cellules. Elle active aussi la voie PKC mais celle-ci nest pas responsable de
l'activation de ERK2. De plus, la nicotine prévient l'inhibition de PKC et de ERK2 par

des agents anticancéreux, comme les dérivés opioides thérapeutiques (68).

Les hormones stéroidiennes qui contrélent la différentiation et la prolifération
de différents types de cellules, sont aussi impliquées dans le développement de tu-
meurs. Dans les cellules COS, I'estradiol active la voie MAPKERX via son récepteur
qui active c-src. Dans les cellules MCF-7, I'estradiol active la voie MAPKERX avec
des cinétiques similaires a ceux des peptides mitogéniques (105). Des hormones

pituitaires sont capables, elles aussi, d’induire et de favoriser |a progression de tu-
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meurs mammaires. La prolactine, en se liant a son récepteur, active rapidement et
de fagon transitoire la voie Raf-MEK-ERK dans des cellules de cancer du sein hu-
main (T47D) (42). De plus, la présence du recepteur a prolactine a été démontrée
dans 70% des biopsies du cancer du sein humain (16). Le role de MEK dans la pro-
motion du développement tumoral est, de plus, renforcé par son implication dans
des mécanismes anti-apoptotiques. Notamment, par l'induction de I'expression de
FLIP qui inhibe rinitiation de la mort cellulaire en prévenant le recrutement de FADD
(Fas-associated death domain protein) par FAS (CD95 ou Apo1), une protéine

transmembranaire dans les cellules normales et transformées (194).

1.8.2.3 EFFETS DES RADIATIONS, DE LA DEPRIVATION DE GLUCOSE ET DES
AGENTS GENOTOXIQUES

Les radiations ionisantes activent la voie MAPKERK dans les cellules du cancer
du sein MDA-MB 231 (161). La déprivation en glucose a des cellules de carcinomes
de sein humaines résistantes aux drogues, les MCF-7/ADR, provoque une forte sti-
mulation des ERKs et augmente plus de 3 fois I'activité de MEK, Raf, Ras et PKC
(62). Les agents génotoxiques, comme certains hydrocarbones aromatiques polycy-
cliques (PAH), inhibent la communication intracellulaire GJIC (Gap-junction intracel-
lular communication) et induisent Ia phosphorylation de ERK1 et ERK2. Les cellules
peuvent alors proliférer sans la présence des mécanismes supresseurs de la crois-

sance et activer des événements mitogéniques (135).

1.9 MEK1, UNE NOUVELLE CIBLE DANS LE DEVELOPPEMENT DE MEDI-
CAMENTS CONTRE LE CANCER

Les MEKs jouent donc un réle central dans la signalisation cellulaire et la
transformation. Des mutants activés des génes MEK peuvent devenir de véritables
oncogenes dominants. Cela explique pourquoi MEK1 est aujourd’hui une cible de
choix dans le développement de nouvelles thérapies contre le cancer. Dailleurs, le
PD184352, un nouvel inhibiteur sélectif de MEK, montre un trés haut degré
d'efficacité anti-tumoral in vitro et in vivo. Cet inhibiteur prévient I'activation des
ERKSs dans un grand nombre de cellules carcinomes du colon, du col de l'utérus, du
pancreas et du sein en plus de renverser le phénotype de cellules transformées vers
un phénotype sauvage (44). L'inhibition de la signalisation MEK/ERK vient donc
inhiber la croissance de tumeurs du colon in vivo non seulement en interférant avec

la transmission de signaux prolifératifs mais aussi en bloquant la perte de contact
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entre les cellules, la mobilité requise pour 'invasion des tumeurs et la formation des
métastases (142). Le PD184352 rejoint maintenant une liste croissante d’agents qui
sont cytostatiques pour la croissance des tumeurs comme les inhibiteurs de la far-

nesyl transférase et les inhibiteurs de I'angiogénése (142).

A la lumiére de ces informations, il s'avére crucial de comprendre les méca-
nismes de régulation de l'activité des enzymes MEK1 et MEK2. Le réseau des
connections entre les voies de signalisation est trés complexe et il varie en fonction
du type cellulaire, du ligand, du récepteur ciblé et des effecteurs présents. La com-
préhension de ce réseau ne pourra étre compléte que lorsque le contréle qui
s’exerce sur l'activité des enzymes, soit par le biais de phosphatases, par des mé-
canismes de rétro-inhibition, de rétro-activation ou encore par des mécanismes

d'auto-régulation interne aura été étudié.

Dans cette étude, nous avons construit une série de mutants des enzymes
MEK1 et MEK2. Ces mutations visaient a perturber des sites possibles de phospho-
rylation ou d'intéractions protéine-protéine dans le but de mieux comprendre leur
régulation. Nos résultats ont permis de démontrer qu'une seérine en position 212,
juste en aval des deux sérines activatrices de MEK1, soit les sérines 218 et 222,
jouerait un réle dans la régulation négative de I'activité des deux isoformes de MEK.
L'activité kinase du mutant S212A, ol la sérine en position 212 a été remplacée par
une alanine, est 5 fois plus élevée que la forme sauvage de MEK dans les cellules
293. Des études de marquage in vivo de MEK1 ainsi que I'analyse des phospho-
peptides et des phosphoaminoacides suggérent que la sérine en position 212 est
phosphorylée in vivo. Ces résultats montrent pour la premiere fois I'existence d'un
mécanisme d'autorégulation négative des MAP kinase kinases possiblement par
autophosphorylation. Ainsi, lorsque seules les sérines 218 et 222 sont phosphory-
lées, les MEKs ont un niveau d’activité enzymatique maximale, mais lorsque s’ajoute

la phosphorylation de la sérine 212, 'activité de MEK1 et MEK2 se trouve inhibée.



23
2. MATERIEL ET METHODES

21 MATERIAUX

Les milieux pour la culture cellulaire ont été achetés chez Life Technologies
(Bethesda, MD). L'acide phosphorique [ ** P] pour le marquage in vivo et 'ATP
[ v-*P] pour les essais kinases ont été obtenus par Amersham Corp. (Arlington
Heights, IL). Les inhibiteurs de protéases, le MBP (myelin basic protein) et
I'orthovanadate de sodium ont été achetés chez Sigma (St.Louis, MO). La protéine
glutathione S-transférase recombinante (GST)-ERK1 a été exprimée par transfor-
mation dans Escherichia coli avec le plasmide pGST-ERK1 puis absorbée sur des
billes de glutathione-agarose. La protéine recombinante ERK1 est purifiée suite au
clivage de la protéine de fusion GST-ERK1 avec la thrombine directement sur les
billes. Les billes de protéine A-Sépharose ont été achetées chez Pharmacia Biotech
(Piscataway, NJ).

L'anticorps monoclonal 12CA5 et I'anti-corps GMP-HRP anti-immuloglobuline
G de souris couplé a la péroxidase de raifort sont un cadeau de Michael Dennis. Le
ECL (enhanced chemiluminescence) provient de Amersham Pharmacia Biothech et
les membranes de nitrocellulose Hybond-C proviennent de Amersham Life Scien-
ces. La mutagénése a été rendue possible grace au systéme de mutagénese diri-
gée par site modifié de Promega. Le vecteur pPRC-CMV a été acheté chez Invitrogen
(La Jollo, CA), le géne MEK1 vient du laboratoire de Sylvain Meloche (103) et IADN
complémentaire de MEK2 1,4-Kb est un cadeau du Dr. Kun Liang Guan, de I' Uni-
versité du Michigan.

2.2 SOUS-CLONAGE ET MUTAGENESE DIRIGEE

Le fragment du géne MEK1 humain coupé franc au nucléotide 56 par Bst U1
et cohesif au nucléotide 1717 par Sph1 a d’abord été sous-cloné dans pAlter-1 puis
dans pGEXKG par la digestion Sac1/Hindlll. La digestion Xba1/Hind Ill de
PGEX-KG a permis de libérer un fragment contenant MEK1 qui a été réintroduit dans

le vecteur pAlter-1 (Promega).
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Quant au fragment du géne MEK2 humain coupé EcoR1 a la position 1 et
PVU Il a la position 1354, il a été sous-cloné directement dans le vecteur pAlter-1

(Promega) préalablement coupé EcoR1/Sma.

Les genes MEK1 et MEK2 ainsi sous-clonés dans le vecteur pALTER-1 ont
pu étre mutés grace au systéme de mutagénése dirigée par site modifié (Promega)
selon les instructions du manufacturier. Des oligonucléotides synthétiques contenant
les nucléotides mutés ont servi a la mutagénése. Les mutations ont été vérifiées par

le séquencage.

2.3 EXPRESSION DES MUTANTS MEK1

Le géne MEK1 humain sous sa forme sauvage de la position 76 & 1671 avec
I'épitope hémagglutinine (HA) positionné en N-terminal du fragment avait déja été
introduit dans le vecteur pBluescript (-) entre les sites Hind [11(689) et Xbat (731)
(Cadeau de Johanne Pellerin). La digestion Hind Ill/Xba1 a permis de sous-cloner le
géne MEK1 et I'épitope HA dans le vecteur pRC-CMV.

Tous les mutants MEK1 dans pALTER-1 obtenus par la mutagénése dirigée
puis verifiés par le séquencage ont d'abord été digérés par Hpa1/Bgl Il. Les inserts
MEK1 mutés ainsi libérés ont été sous-clonés dans pBluescript qui contenait déja
I'épitope HA et le géne MEK1 sauvage. La digestion Hpa1/Bgl Il a permis de rem-
placer le géne MEK1 sauvage par le géne MEK1 muté dans pBluescript. Par consé-
quent, la digestion Hind Ill/Xba1 a permis d'introduire les fragments contenant

I'épitope HA et les génes mutés dans le vecteur pRC-CMV.

2.4  EXPRESSION DES MUTANTS MEK2

Le fragment du géne MEK2 contenu dans le vecteur pAlter-1 a d'abord été
modifié€ pour introduire deux nouveaux sites par mutagénése dirigée. Un site EcoR1
en position 82 dans le géne MEK2 puis un site Not 1 sur le vecteur PALTER-1 dé-
truisant ainsi les sites Xba 1 (32) et Sal 1 (38). Par conséquent, la digestion
EcoR1/Not 1 a permis de sous-cloner le fragment MEK2 sauvage dans le vecteur
pBluescript auquel avait été ajouté I'épitope hémagglutinine entre les sites Hind Il
(689) et EcoR1 (701) du vecteur. Par conséquent, la digestion Hind Ill/Not 1 de
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pBluescript a sorti un fragment contenant le géne MEK2 sauvage et I'épitope HA
positionné en N-terminal du géne MEK2. Ce fragment a été introduit dans le vec-
teur pRC.CMV.

Les mutants MEK2 dans pALTER-1 obtenus par la mutagénése dirigée puis
verifiés par le séquencage ont d'abord été digérés par BstB1/Xba1. Les inserts ainsi
libérés ont été sous-clonés dans le vecteur pBluescript. Ce dernier contenait déja
I'épitope HA et le géne MEK2 sauvage. Par conséquent, la digestion Hind IlI/Not1 a
permis d'introduire le fragment contenant I'épitope HA et le gene MEK2 muté dans le
vecteur pRC-CMV.

2.5 CARACTERISATION DES LIGNEES CELLULAIRES

Les cellules 293 de reins humains ont été cultivées dans le milieu essentiel
minimum (MEM) de Gibco auquel a été ajouté 10% de sérum fostal bovin et
d'antibiotiques. Les cellules en phase exponentielle ont été réétalées lorsque leur
population a atteint 80 a 90 % de confluence. Les transfections transitoires ont été
faites @ 50% de confluence des cellules avec 2 ug d'ADN et 8 ug de vecteur seul.
Les cellules 293 exprimant les mutants MEK1 ou MEK2 (MEK sauvage, S212D,
DDD, AA, AAA, ADD, AEE, K97A, K101A, DD, EE, T286A, T292A) ont été obtenues
par la transformation transitoire des plasmides PCR-CMV contenant le géne MEK1
ou MEK2 & l'aide du phosphate de calcium. 24 heures apres le début des transfec-
tions, le milieu de culture dans lequel incubaient les cellules a été changé soit pour
le méme (MEM avec du sérum feetal bovin et des antibiotiques) dans le cas des
cellules qui demeuraient en phase exponentielle ou soit pour le milieu STOP
(DMEM*+ F-12) dans le cas des cellules quiescentes. 24 heures plus tard, les cellu-
les ont été lavées 3 fois avec du PBS (phosphate-buffered-saline) froid puis conge-
lées dans de I'azote liquide pour &tre conservées a —80°C.

2.6 IMMUNOPRECIPITATION

Suite a la congélation des cellules 293 transfectées avec les mutants MEK1
et MEK2, les cellules sont lysées pendant 30 minutes dans 0,9 ml de tampon de lyse
Triton X-100 froid [50 mM tris (hydroxy-méthyl) aminométhane — HCI (pH 7,5), 100
mM NaCl, 50 mM NaF,5 mM EDTA, 0,1 uM phénylméthy! sulfonyl fluoride, 1mg/pl
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leupeptine, 1uM pepstatine A, 200 uM orthovanadate de sodium, 1% Triton X100 M,

40 mM B-glycérophosphate]. Les lysats de cellules ont ensuite été transférés dans

des tubes de 1,5 ml afin d’étre centrifugés & 4°C pendant 15 minutes a 10,0009 (54).

2.7 IMMUNOBUVARDAGE

Une concentration de 50 ng de protéines des lysats fut meélangée avec du SB
(sample buffer) 5x puis chauffée 5 minutes a 95°C. Les protéines solubilisées sont
ensuite chargées et séparées par un gel d’électrophorése SDS-polyacrylamide (so-
dium dodecyl sulphate) contenant 10% d'acrylamide. Par la suite, elles ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C (Amersham Life Science)
et hybridées avec [I'anticorps monoclonal 12CA5 de souris. L’anticorps est dilué
1:10 000 et I'hybridation se fait a température ambiante durant une heure. Par la
suite, la membrane a été réhybridée une heure de plus avec I'anticorps dirigé contre
les IgG de souris couplés a la péroxidase de raifort (GMP-HRP). Les protéines ont
été finalement visualisées a l'aide de la chemiluminescence (Amersham Pharmacia
Biotech).

2.8 LES ESSAIS PROTEINE-KINASE

L'activité enzymatique des isoformes de MEK a été déterminée en mesurant
leur habileté & augmenter Iactivité kinase envers MBP de ERK 1 recombinant in
vitro. Les lysats de cellules ont été préparés tel que d'écrit (53) et 250 pg de protéi-
nes de ces lysats ont été incubés pendant 4 heures a 4°C avec 5 ul d’antisérum
12CA5 préabsorbé sur des billes de protéine A-Sépharose. Les complexes immuns
ont été lavés 3 fois avec du tampon de lyse et une fois avec un tampon kinase (20
mM Hepes, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, pH 7,4). Ils ont été ensuite resuspen-
dus dans le méme tampon kinase auquel nous avons ajouté 50 uM ATP, 5pci [P)
ATP et 300 ng de ERK1 recombinant. Suite a une incubation de 30 minutes a 30°C,
le MBP bovin (0.25 mg/ml) a été ajouté et I'incubation s'est poursuivie pendant 10
minutes additionnelles. La réaction a été arrétée avec I'ajout du tampon 2X Laem-
mii’s sample buffer. Les échantillons ont été analysés par une électrophorése gel-
SDS 12% acrylamide. Les bandes MBP ont été excisées du gel puis elles ont été

comptées dans un compteur 3 liquide scintillant.
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2.9 IMMUNOPRECIPITATION ET MARQUAGE 2P IN VIVO

Les cellules 293 transfectées et cultivées dans des pétris de 10 cm ont été
privees de sérum pendant 30 minutes. Par la suite, elles ont été marquées métaboli-
quement durant 5 heures a 37°C avec 0.5 mCi/ml [*P] - acide phosphorique dans
un milieu MEM Hepes tamponné dépourvu de phosphate et de bicarbonate. Les
cellules ont été lavées deux fois avec du tampon PBS puis les lysats ont été prépa-
rés tel que décrit (54). Ces lysats ont subi une prédéplétion d’'une heure avec smg
de sérum de lapin NRS (normal rabbit serum) puis incubés 4 heures a 4°C avec 20
mi de 12CAS préabsorbés sur des billes de protéines A-Sépharose. Les complexes
immuns ont ensuite été lavés 3 fois avec du tampon de lyse. Les complexes de
protéines ont été élués a 95°C pendant 5 minutes dans du tampon Laemmli sample
buffer puis analysés par une électrophorése gel SDS-polyacrylamide 10 % acryla-
mide. Les protéines ont été finalement transférées sur une membrane polyvinyllide-
nidifluoride (PVDF) (Millipore, Bedford, MA) dans 25 mM Tris, 192 mM glycine et

20% de méthanol pour étre visualisées par phosphorimager.

210 ANALYSE DES PHOSPHOAMINOACIDES

Les bandes marquées correspondante a MEK1 ont été excisées de la mem-
brane PVDF et soumises & une hydrolyse acide partielle dans 5,7 M HCI pour une
heure & 110°C. Les phosphoaminoacides résultants ont été résolus avec des stan-
dards non marqués par une électrophorése sur couche mince a une dimension en
utilisant un tampon optimal a pH 2.5 (77). Les standards ont été visualisés par colo-
ration a la ninhydrine et les phosphoaminoacides ont été visualisés par I'analyse au
phosphorimager.
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3. RESULTATS

3.1 ALIGNEMENT DES SEQUENCES DE MEK1 ET CHOIX DE SES MUTANTS

La mutagénése dirigée nous a permis d'influencer le degré d'activité de
MEK1 et MEK2 en remplagant soigneusement certains acides aminés dont des séri-
nes, des thréonines et une lysine par un acide aspartique ou un acide glutamique.
Le remplacement par une alanine a pour effet d’abolir le rdle joué par 'acide aminé
remplacé en empéchant la phosphorylation sur ce site. Le remplacement par un
acide aspartique ou glutamique a pour effet de mimer la phosphorylation en aug-
mentant la charge négative a cette position (7, 24, 74, 78, 137, 189).

Les nombreuses mutations faites sur ces deux proteines ont été sélection-
nées a partir d'informations connues au sujet de résidus critiques et de régions ré-
gulatrices importantes déterminées chez d’autres protéines kinases, en particulier

chez celles appartenant 4 la cascade MAPKER (figure 2).

Puisque la phosphorylation régulatrice des MEKs se fait sur deux serines, en
position 218 et 222 (5, 23, 38, 57, 87, 113, 144, 181), nous avons décidé de muter
ces deux sérines soit en deux acides aspartiques (DD) ou en deux acides glutami-
ques (EE), de fagon a mimer la charge négative apportée par la phosphorylation (7,
24,74, 78, 137, 189). Par conséquent, nous obtenons une forme d'enzyme consti-
tutivement active (7, 74, 78, 137, 163). Ces deux méme résidus ont été de plus
mutés en deux alanines (AA) de fagon & bloquer I'activation. D( a la proximité d'un
autre résidu sérine en position 212, nous avons décidé de muter celui-ci en alanine
(S212A) et en acide aspartique (S212D) afin de mesurer son implication possible
dans la régulation des MEKs. De cette méme fagon, nous avons réalisé des triples
mutations soit en changeant les trois sérines par trois alanines (AAA) ou par trois
acides aspartiques (DDD). Nous ajoutons a ceci les triples mutations ADD et AEE
ou la sérine 212 a été substituée par une alanine et ol les sérines 218 et 222 ont été

mutees en deux aspartates ou deux glutamates (figures 3 et 4).
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Comparaison des séquences de MEK1 avec MKK1, MKK2, STE?,
Byr1, PBS2 et Wis1.

Les acides aminés identiques, dont la sérine 212, sont encadrés dans
des boites ombrées. Les numéros romains sous les séquences réfé-
rent aux sous-domaines conservés chez toutes les protéines kinases.
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Figure 3 : Représentation schématique des mutants de MEK1 et MEK2
humains.
Le mutant K97A est un mutant de MEK1 alors que le mutant
K101A est pour MEK2.
Les numéros correspondent a la position des acides aminés de
MEK1 et MEK2.
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La lysine en position 97 de MEK1 et celle en position 101 de MEK2 corres-
pondent a la sérine critique trouvée dans le site de liaison a PATP d’autres protéines
kinases (122). Celles-ci ont été mutées chacune en alanine (K97A, K101A) de fagon

a rendre ces mutants constitutivement inactifs (143, 199).

Les thréonines 286 et 292 de MEK1 font partie d’'une région riche en prolines
située dans le domaine C-terminal de MEK1. Cette région est reconnue comme
étant essentielle a I'association de MEK1 a Raf (11, 23, 33, 41, 49, 53, 70, 77, 108,
134, 140, 159, 168 ). Ces thréonines, a lintérieur de la région riche en prolines,
sont comprises dans un site consensus de phosphorylation pour p34°° qui regle Ia
division cellulaire (11, 134). Chacune d'elle a été mutée separément en alanine
(T286A, T292A) afin de mesurer leur degré d'implication dans la régulation de MEK1
(figures 3 ). Ces deux thréonines sont absentes chez MEK2. Cela explique pourquoi
nous ne pouvions pas réaliser les mutants MEK2 T286A et T292A.

3.2 EXPRESSION DE MEK1, MEK2 ET DE LEURS MUTANTS DANS LES
CELLULES 293

La manipulation des niveaux d’expression tant d’une enzyme sauvage que
de ses mutants dont I'activité biologique a été¢ augmentée ou diminuée est devenu
un outil puissant dans I'élucidation des mécanismes de signalisation (79). Par
conséquent, nous avons surexprimé les enzymes MEK1 et MEK2 sauvages ainsi

que leurs mutants dans les cellules 293.

A chacunes de ces constructions (figures 3 ), nous avons juxtaposé en 5' du
gene muté, I'épitope HA. Les constructions ont été exprimées dans les cellules 293,
tel que d'ecrit dans la section Matériel et Méthodes. Tel que montré aux figures 4, 5,
6 et 7, les constructions de MEK1 et de MEK2 contenant I'épitope HA ont été ex-
primées de facon similaire a I'exception du contréle neégatif (vecteur seul sans épi-
tope HA) et des mutants AA et AAA de MEK1. Puisque les niveaux d'expression
des protéines mutantes se ressemblent, nous avons pu comparer directement

l'activité enzymatique des mutants avec les formes sauvages de MEK1 et MEK2.
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Figure 4: Activité enzymatique et expression de MEK1 sauvage et de ses

mutants dans les 293 en phase exponentielle.

Des cellules 293 exprimant la forme sauvage de MEK1 ou de ses mutants ont été
cultivées en phase exponentielle tel que décrit dans |a section matériel et méthode.
Les extraits ont été préparés tel que décrit dans la section matériel et méthode.

A) HA-MEK1 sauvage, ses mutants et le vecteur pRC-CMV (-) ont été
immunoprécipités avec I'anticorps dirigé contre I'épitope hémagglutinine (HA). Leur
activite a eté déterminée a partir de la mesure de leur habileté a augmenter I'activité
kinase MBP de ERK1 recombinant in vitro.

B) Une fraction de ces extraits (50ug de protéines) a été soumise a un test
d 'immunobuvardage avec | ’anticorps anti-HA afin d 'évaluer le niveau d ’expression
des protéines.
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Figure 5: Activité enzymatique et expression de MEK2 sauvage et de
ses mutants dans les 293 en phase exponentielle.

Des cellules 293 exprimant MEK2 sauvage, ses mutants ou le vecteur pRC-CMV
ont été cultivées en phase exponentielle tel que décrit dans la section matériel et
méthode. Les extraits ont été préparés tel que décrit dans la section matériel et
méthode.

A) HA-MEK2 sauvage et ses mutants ont été immunoprécipités avec | 'anticorps
dirigé contre | 'épitope hémagglutinine (HA). Leur activité a été déterminée en
mesurant leur habileté a augmenter | "activité kinase MBP de ERK1 recombinant
in vitro.

B) Une fraction de ces extraits (50ug de protéines) a été soumise a un test
d 'immunobuvardage avec |’anticorps anti-HA afin d’évaluer le niveau
d 'expression des protéines.
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- WT S212A S5212D DDD AA AAA K97TA T286A T282A ADD AEE DD EE
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s WT §212A 5212D DDD AA AAA K97A T286A T292A ADD AEE DD EE
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Figure 6: Activité enzymatique et expression de MEK1 sauvage et de ses
mutants dans les 293 quiescentes.

Des cellules 293 exprimant MEK1 sauvage, ses mutants ou le vecteur pRC-CMV (-)
ont été arrétées en G, tel que décrit dans la section matériel et méthode. Les extraits
ont éte préparés tel que décrit dans la section matériel et méthode.

A) HA-MEK1 sauvage et ses mutants ont été immunopricipités avec | 'anticorps
dirigé contre |’épitope hémagglutinine (HA). Leur activitt a été déterminée en
mesurant leur habileté & augmenter | ’activité kinase MBP de ERK1 recombinant in
vitro.

B) Une fraction de ces extraits (50ng de protéines) a été soumise a un test
d 'immunobuvardage avec | ‘anticorps anti-HA afin d 'évaluer le niveau d ’expression
des protéine.
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Figure 7: Activité enzymatique et expression de MEK2 sauvage et de
ses mutants dans les 293 quiescentes.

Des cellules 293 exprimant MEK2 sauvage, ses mutants ou le vecteur pRC-CMV
ont eteé arrétée en G, tel que décrit dans la section matériel et méthode. Les
extraits ont été préparés tel que décrit dans la section matériel et méthode.

A) HA-MEK2 sauvage et ses mutants ont été immunoprécipités avec | ‘anticorps
dirigé contre | ‘épitope hémagglutinine (HA). Leur activité a été déterminée en
mesurant leur habileté a augmenter | "activité kinase MBP de ERK1 recombinant
in vitro.

B) Une fraction de ces extraits (50ug de protéines) a été soumise a un test
d 'immunobuvardage avec |’anticorps anti-HA afin d’évaluer le niveau
d 'expression des protéines.
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3.3 ACTIVITE DES MEKS ET DE LEURS MUTANTS DANS LES CELLULES
293

Bien que les mutants des MEKs peuvent étre activés de facon transitoire
suite a une stimulation par du sérum, il ne demeure pas moins que l'on puisse dé-
tecter une activité enzymatique dans des cellules non stimulées et dans des cellules
quiescentes. Les mutations T286A et T292A de MEK1 ne semblent pas influencer
beaucoup l'activité enzymatique puisque celle-ci est, elle aussi, comparable a celle
de 'enzyme sauvage soit 0,09 fois & 2 fois inférieures a8 MEK1 dans les cellules ex-
ponentielles. Dans les 293 quiescentes, I'activité enzymatique est 1 & 2 fois Supé-
rieure a MEK1 (figures 4,6). Les thréonines 286 et 292, lorsque phosphorylées,
n'interferent pas avec la catalyse in vitro. Ceci est corroboré par le groupe Mansour
et al. (97). Cependant, la hausse de leur activité enzymatique dans les cellules 293
quiescentes comparativement aux 293 en phase exponentielle s'explique par le fait

que MEK et ERK sont activés de facon répétée durant la phase G1.

Le r6le de la thréonine en position 292 n'a pas encore été précisé. La thréo-
nine 292 est phosphorylée par ERK puisqu’elle se trouve dans une séquence
consensus ProX (Ser/thr)Pro reconnue par ERK. Elle peut étre aussi phosphorylée
par PAK1 qui permet & MEK1 de s’associer a Raf-1. Ainsi MEK1 demeure active
plus longtemps (49). Jelinek et al. (77) soutiennent que le mutant MEK1 T292A in-
hibe I'association de MEK1 avec le complexe Ras-Raf. Catling et al. (24) en arrivent
a la méme conclusion. Cependant, lorsque les thréonines 286 et 292 sont phospho-
rylées par p34°**, MEK1 devient inactive (134). Le groupe de Dang et al. affirme que
la délétion de l'insert riche en prolines dans le domaine C-terminal de MEK, qui
contient la thréonine 292, n'affecte pas la liaison entre MEK1 et Raf-1 (41). De plus,
selon eux, la délétion de ce méme insert ne réduit pas I'activation de MEK par le

EGF ou par Raf activé ce qui est contraire & ce que Catling et al. (24) affirment.

II'est intéressant de noter que la séquence ProProArg-Progg, se trouve a
proximité de la thréonine 292. Cette séquence permet la liaison a des protéines
ayant des domaines SH3. Ces domaines sont reconnus pour diriger des protéines
vers le bon compartiment cellulaire. Puisque la thréonine 292 est a coté de cette

séquence, nous pouvons spéculer que sa phosphorylation par ERK empécherait
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MEK de former des complexes avec d'autres protéines une fois que la cascade
MAPK 5% est activée. Ainsi, MEK et ERK peuvent se réassocier dans le cyto-
plasme en attente d'une nouvelle stimulation (74, 133). Cependant, lorsque la
thréonine 292 est phosphorylée par PAK1, MEK1 peut s'associer a Raf-1 ce qui
augmente l'activité de MEK1 (49).

Les résultats obtenus avec les mutants K97A de MEK1 et K101A de MEK2,
considérés comme étant constitutivement inactifs (73, 143, 163, 199), démontrent
que ces formes sont également moins actives que les enzymes sauvages, soit 0,6 a
2 fois inférieures & MEK1 et MEK2 sauvages tant dans les 293 exponentielles que
dans les 293 quiescentes. La faible quantité de MBP phosphorylé lors des essais
kinases serait attribuée a I'autophosphorylation de ERK1 sauvage recombinant (figu-
res 4,5,6,7). Ces résultats confirment, comme I'ont démontré d’autres groupes (143,

199) que les lysines 97 et 101 sont bien le site de liaison a 'ATP.

Les mutations AA et AAA de MEK2 montrent, elles aussi, une diminution de
I'activite enzymatique par rapport aux MEKs sauvages (figures 4,5,6,7). Il faut men-
tionner cependant que nous sommes incapables de voir I'expression de MEK1 AA et
MEK1 AAA transfectés dans les 293 en condition transitoire (figures 4,6). Quant a
leur expression en condition stable, elle provoque la mort cellulaire (résultats non
montres). L'activité enzymatique calculée viendrait donc de MEK1 endogéne. Cette
activité enzymatique pour les mutants AA et AAA de MEK2 est 0,2 a 2 fois inférieu-
res a MEK2 sauvage dans les 293 exponentielles et les 293 quiescentes (figures
B

Les résultats aux figures 4,5,6 et 7 démontrent que les mutants DD, EE, ADD
et AEE de MEK1 et MEK2 ont une activité enzymatique qui est 2 a 9 fois plus
grande que la forme sauvage des MEKs tant dans les cellules en phase exponen-
tielles que dans les cellules quiescentes. D’ailleurs, les mutants ADD et AEE possé-
dent une activité enzymatique qui est 2 fois supérieure a celle du mutant EE.Catling
et al. (24) ont démontré que le mutant DD de MEK1 ainsi qu'un mutant DD ayant
subi une delétion des acides aminés 270 a 307 dans la région riche en prolines de-
viennent constitutivement actifs. Ces résultats suggérent que la délétion de la sé-

quence riche en prolines n’inactive pas la fonction catalytique de MEK1.
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Le mutant S212A de MEK1 et de MEK2 montre une augmentation de
I'activité enzymatique de 2 & 5 fois plus grande que les enzymes sauvages tant dans
les 293 exponentielles que dans les 293 quiescentes (figures 4,5,6,7). Cette aug-
mentation n'est peut-étre pas aussi marquée que celle des mutants DD, EE, ADD et
AEE mais suggere que la sérine 212 pourrait influencer de facon négative I'activité
des MEKs. Ce réle pour la sérine 212 est de plus confirmé par les mutants S212D
et DDD. Les résuitats démontrent une activité enzymatique presque comparable a
celle des cellules qui ne contiennent que du vecteur seul. Soit 1 a 2 fois inférieures a
MEK1 et MEK2 sauvages dans les 293 exponentielles et les 293 quiescentes (figu-
res 4,5,6,7) (Tableaux I, I, I, IV).

Puisque les sérines 218 et 222 des MEKSs sont reconnues jusqu’a maintenant
comme étant les deux seules sérines importantes dans la régulation de I'activité et
que nous ayons obtenu des résultats montrant qu’une troisiéme sérine, celle en po-
sition 212, puisse également étre impliquée dans la régulation de l'activité, nous

avons décidé d'avancer les recherches au-dela des études in vitro.

3.4 PHOSPHORYLATION IN VIVO DE MEK1

Afin de démontrer la phosphorylation in vivo de la sérine 212 de MEK1, nous
avons analyse les sites de phosphorylation de MEK1 sauvage, des mutants MEK1
S212A, MEK1 DD, MEK1 ADD, MEK2 AA et MEK2 AAA.

3.4.1 ANALYSE DES PHOSPHOAMINOACIDES TOTAUX DE MEK1

MEK1 sauvage et MEK1 S212A ne seraient phosphorylées qu'en sérine et
en thréonine mais pas en tyrosine tant dans les cellules 293 exponentielles que dans
les cellules 293 quiescentes ou stimulées (figure 8). Malheureusement, le mutant
MEK1 S212A en comparaison & MEK1 sauvage ne nous a pas permis de démontrer
la phosphorylation de la sérine 212 in vivo puisque cette sérine se retrouve sur le
méme fragment que les sérines 218 et 222 (figure 9). Nous avons donc réalisé une
nouvelle analyse des phosphoaminoacides de MEK grace aux autres mutants de
MEK1.
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Série 1 Série 2

Mutants de Nombre de Activité Mutants de Nombre de Activité
MEKA1 CPMA spécifique MEK1 CPMA spécifique
COrr:iI:ltsza sar pmol/min/mg corrnniFrJ‘tStSe gar pmol/min/mg
pRC-CMV 1940 0,1168] pRC.CMV 3898 0,2347
sauvage 5872 0,3536] sauvage 10033 0,6042
S212A 76 184 4,5878 S212A 63 049 3,7969
S212D 3792 0,2284 S212D 7474 0,4500
DDD 3385 0,2038 DDD 7409 0,4462
AA 11 494 0,6922 AA 5126 0,3087
AAA 9873 0,5946 AAA 4721 0,2843
K97A 11 307 0,6809 KO7A 3959 0,2384
T286A 10 626 0,6399 T286A 5070 0,3053
T292A 1951 0,1175 T292A 6875 0,4140
ADD 143 506 8,6420 ADD 23 544 1,4178
AEE 50 894 3,0649 AEE 18 680 1,1249
DD 160 538 9,6677 DD 21187 h2ZTH9
EE 13 118 0,7900 EE 7486 0,4508
Tableaul: Activité enzymatique des mutants MEK1 dans les cellules 293 en

phase exponentielle

La série 1 et 2 correspondent a deux séries d’expériences.
Le calcul de l'activite spécifique se trouve a I'’Annexe |.
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Série 1

Série 2

Mutants de Nombre de Activité Mutants de Nombre de Activité
MEKA1 CPMA spécifique MEKA1 CPMA spécifique
COrr:iF:]tS;SPar pmol/min/mg Co:nni?qtstsegar pmol/min/mg
pRC-CMV 12 571 0,5663 | pRC.CMV 6572 0,2960
sauvage 10 546 0,4750 | sauvage 8251 0,3717
S212A 17 582 0,7920 S212A 20927 0,9427
S212D 10 629 0,4788 S212D 9094 0,4096
DDD 6842 0,3082 DDD 6516 0,2935
AA 10 930 0,4923 AA 8862 0,3992
AAA 8645 0,3894 AAA 8426 0,3795
K97A 11478 0,5170 K97A 7631 0,3437
T286A 12 831 0,5780 T286A 14896 0,6710
T292A 12 406 0,5588 T292A 11343 0,5109
ADD 113 973 5,1339 ADD 105536 4,7539
AEE 131187 5,9093 AEE 40078 1,8053
DD 125 685 5,6615 DD 96575 4,3502
EE 54 083 2,4362 EE 63585 2,8642
Tableau ll :  Activité enzymatique des mutants MEK1 dans les cellules 293

quiescentes

La série 1 et 2 correspondent a deux séries d'expériences.

Le calcul de I'activité spécifique se trouve a 'Annexe |.
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Série 1 Série 2

Mutants de Nombre de Activité Mutants de Nombre de Activité
MEK2 CPMA spécifique MEK2 CPMA spécifique
COgil:]tStSe :ar pmol/min/mg Conr?ﬁ]tfti gar pmol/min/mg
pRC-CMV 7746 0,4665 pRC-CMV 6863 0,4133
sauvage 21012 1,2654| sauvage 9158 0,5515
S212A 17 935 1,0801 S212A 26 708 1,6084
S212D 40 466 2,4369 S212D 7400 0,4456
DDD 11 498 0,6924 DDD 7214 0,4344
AA 11 958 0,7201 AA 8970 0,5402
AAA 11 458 0,6900 AAA 13 002 0,7830
K101A 9787 0,5894 K101A 11 414 0,6874
ADD 161 197 9,7074 ADD 136 626 82277
AEE 104 834 6,3132 AEE 82 134 4,9462
DD 157 239 9,4690 DD 125 979 7,5865
EE 47 905 2,8849 EE 28 556 1,7197
Tableau Il : Activité enzymatique des mutants MEK2 dans les cellules 293 en

phase exponentielle

La série 1 et 2 correspondent a deux séries d’expériences.
Le calcul de I'activité spécifique se trouve a I'Annexe .
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Série 1 Série 2

Mutants de Nombre de Activité Mutants de Nombre de Activité
MEK?2 CPMA spécifique MEK2 CPMA spécifique
COnF:&tStSe sar pmol/min/mg Connq]i%tﬁtz gar pmol/min/mg
pRC-CMV 21786 1,2314 pRC.-CMV 853 0,4827
sauvage 3126 1,7690; sauvage 1330 0,7526
S212A 13770 7,7923 S212A 6246 3,5346
S212D 1549 0,8766 S212D 915 0,5178
DDD 1034 0,5851 DDD 702 0,3973
AA 894 0,5059 AA 789 0,4465
AAA 1200 0,6791 AAA 1149 0,6502
K101A 1580 0,8941 K101A 1111 0,6287
ADD 15770 8,9241 ADD 17 812 10,0797
AEE 19 905 11,2641 AEE 13 814 7,8172
DD 10 791 6,1065 DD 10 039 5,6810
EE 10 661 6,0047 EE 8026 4,5419

Tableau IV : Activité enzymatique des mutants de MEK2 dans les cellules 293

quiescentes

La série 1 et 2 correspondent a deux séries d'expériences.
Le calcul de 'activité spécifique se trouve a 'Annexe |.
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. ' ¥ Sérine
' . Thréonine

Tyrosine

Figure 8: Analyse des phosphoaminoacides de MEK1.

MEK1 sauvage de cellules 293 en phase exponentielle
MEK1 sauvage de cellules 293 quiescentes

MEK1 S212A de cellules 293 en phase exponentielle
MEK1 sauvage de cellules 293 stimulées 5 minutes
MEK1 S212A de cellules 293 stimulées 5 minutes
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44

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
MPKIKIKIPTPIQ  LNPAPDGSAV NGTSSAETNL  EALQKIK|LEEL ELDEQQRIKIRIL 50
EAFLTQKIQKIV ~ GELKIDDDFEK|  ISELGAGNGG  VVFK|VSHKIPS  GLVMARK|L|IH 100

LEIK|PAIRINQ lIR|ELQVLHE CNSPYIVGFY GAFYSDGEIS ICMEHMDGGS 150
LDQVLK|KIAGR]  IPEQILGK|VS IAVIKIGLTYL  RIEKIHK|IMHRID  VK|PSNILVNS 200
RIGEIKILCDFG ~ VSGQLIDSMA  NSFVGTR|SYM  SPER|LQGTHY  SVQSDIWSMG 250
LSLVEMAVGR| YPIPPPDAK|E LELMFGCQVE  GDAAETPPRIP  R|TPGRIPLSSY 300
GMDSR|PPMAI FELLDYIVNE PPPKILPSGVF  SLEFQDFVNK|  CLIKINPAER|A 350
DLK|QLMVHAF  IK|R|SDAEEVD FAGWLCSTIG LNQPSTPTHA AGV 393

LCDFGVSGQLIDSMANSFVGTR

Figure 9 : Sites de clivage de la trypsine sur ’enzyme MEK-1
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Figure 10:

Analyse des phosphopeptides de MEK1 sauvage suite a
une digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de
MEK1 sauvage.
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Figure 11:

Analyse des phosphopeptides de MEK1 S212A suite a
une digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de

MEK1 S212A.
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Figure 12:

Analyse des phosphopeptides de MEK1 DD suite a une
digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de

MEK1 DD.



Figure 13:  Analyse des phosphopeptides de MEK1 ADD suite a une
digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de
MEK1 ADD.
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La carte des phosphominoacides de chacun des mutants de MEK1 (S212A,
DD, ADD) et MEK2 (AA et AAA) est présentée aux figures 10,11,12,13,14 et 15.
Ces mutants présentent un patron de migration similaire a celui de MEK1 sauvage.
Selon la carte théorique des mobilités prédictes de MEK1 digérée & la trypsine (non
montré), nous avons identifié les peptides 1 et 4 (MEK1 sauvage), 2 et 5 (MEK1 DD)
ainsi que 3 et 6 (MEK1 ADD) comme étant ceux qui contiennent les sérines 212, 218
et 222. En théorie, nous aurions di apercevoir qu'une seule tache, au lieu de deux,
pour le peptide contenant les trois sérines. Ceci s’explique par le fait qu'il y a eu une
digestion partielle avec la trypsine. Pour ce qui est des mutants AA et AAA, nous
avons dd prendre ceux de MEK2 (figures 14, 15) puisque ces mutants chez MEK1
sont tres difficilement exprimés (figures 4, 6). Les cartes de la seconde digestion
avec I'endoprotéinase Glu-c (V8 protéase) des peptides tryptiques de chacun des
mutants sont montrées a la figure 16. Malheureusement, le mutant MEK1 S212A
n'a pas eu beaucoup d'expression. Nous n'avons donc pu soumettre ses phospho-

peptides a une deuxieme digestion avec I'endoprotéinase Glu-c.

En se référant a la figure 16, nous observons une perte de sites de phospho-
rylation, ainsi qu'un patron de migration différent entre les peptides 1 (MEK1 sau-
vage) et 2 (MEK1 DD). De méme que pour les peptides 4 (MEK1 sauvage) et 5
(MEK1 DD). En ce qui a trait aux peptides 3 et 6 (MEK1 ADD), leur patron de mi-
gration est également différent des peptides 1 et 4 de MEK1 sauvage. Quant au
peptide 15 (MEK2AA) et 16 (MEK2 AAA) nous ne voyons pratiquement pas de tache
en comparaison a MEK1 sauvage. Les peptides 7 et 10 (MEK1 sauvage), 8 et 11
(MEK1 DD), 9,12,13 et 14 (MEK1 ADD) ne correspondent pas au peptide d’intérét.
La différence entre les patrons de migration et la perte des sites de phosphorylation
ne nous permet pas d'affirmer mais suggere que la sérine 212 est phosphorylée in

Vivo.
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Analyse des phosphopeptides de MEK2 AA suite a une
digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de

MEK2 AA.

Figure 14:



Figure 15:  Analyse des phosphopeptides de MEK2 AAA suite a une
digestion par la trypsine. Autoradiogramme de la
migration en deux dimensions des phosphopeptides de
MEK2 AAA.
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10

7 8

Figure 16: Analyse des phosphopeptides tryptiques de MEK1 clivés par
I'endoprotéinase Glu-C (V8 protéase).

A)

B)

C)

D)

Peptide 1 de MEK1 sauvage, peptide 2 et 11 de
MEK1 DD, peptide 12 de MEK1 ADD

Peptide 3 de MEK1 ADD, peptide 4 de MEK1
sauvage, peptides 13 et 14 de MEK1 ADD

Peptide 5 de MEK1 DD, peptide 6 de MEK1 ADD,
peptide 15 de MEK2 AA, peptide 16 de MEK2 AAA

Peptide 7 et 10 de MEK1 sauvage, peptide 8 de
MEK1 DD et peptide 9 de MEK1 ADD
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4, DISCUSSION

Grace a la mutagénése des sites d'intéractions protéine-protéine, du site de
liaison a I'ATP et des sites régulateurs de l'activité de MEK1 et de MEK2, nous
avons pu identifier un acide aminé impliqué dans la régulation négative de I'activité

des deux enzymes.

41  MKK VEKVMEKZ A TRAVERS L’EVOLUTION

Cet acide aminé, la sérine 212, a été conservée tout comme les deux sérines
régulatrices de l'activité (sérines 218 et 222) de la levure a 'humain, c’est a dire
chez tous les membres de la famille MEK incluant les mammiferes, le xenopus, la
drosophile, STE7, MKK1, MKK2, PBS2 de S. cerevisiae ainsi que byr 1 et wis 1 de
Schizosaccharomyces pombe (figure 2) (5, 8, 11, 38, 58, 73, 85, 101, 118, 146, 174,
181, 193, 199). Ceci suggere que la cascade MAPKK/MAP kinase fonctionne uni-

versellement chez tous les eucaryotes.

Elle contribue a la prolifération et a la différentiation cellulaire chez les mam-
miféres, a la réponse aux phéromones, a la transduction du signal auxin-like chez
les cellules de plantes, a 'osmolarité au glycérol et a l'intégrité de la paroi cellulaire
chez la levure & bourgeonnement, & 'induction du photorécepteur et I'expression du
gene gap chez la drosophile ainsi qu’a I'induction vulvaire chez C. elegans (45, 67,
85, 106, 120).

4.2 APPROCHES UTILISEES

La mutagénése dirigée nous a permis de créer différents mutants de MEK1
et MEK2. Un épitope hémagglutinine (HA) a été juxtaposé a I'extrémité N-terminale
du gene MEK nouvellement muté. Cet insert a ensuite été introduit dans un vecteur
d'expression ayant un promoteur CMV, le vecteur pRC-CMV. Les mutants ont été
par la suite transfectés dans les cellules de reins humains, les 293. Suite aux essais
kinases réalisés avec chacun des mutants, nous avons pu mesurer et comparer

I'activité enzymatique de chagque mutant avec la forme sauvage de MEK1 et MEK2.
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4.3 EXPRESSION ET ACTIVITE ENZYMATIQUE DES MUTANTS MEK1 ET
MEK2

4.3.1 EXPRESSION DES MUTANTS MEK1 ET MEK2

L'expression des mutants MEK1 et MEK2 en transitoire est élevée a
I'exception des mutants AA et AAA de MEK1 qui ne sont pas ou difficilement expri-
més (figures 4,5,6,7). En condition stable, I'expression des mutants MEK1 et MEK2
differe a l'exception du mutant S212A qui présente une expression aussi élevée
chez MEK1 que chez MEK2. Pour les mutants ADD, AEE, DD et EE, considérés
comme étant constitutivement actifs, ils présentent une forte expression pour MEK1
qui ne se retrouve pas pour MEK2. Quant au mutant DDD, considéré comme étant
constitutivement inactif, il présente une expression faible chez MEK1 qui est
contraire a I'expression retrouvée chez MEK2. Le « knockout » de MEK2 pourrait
peut-étre permettre d’expliquer ces résultats contradictoires a savoir si MEKA1, plus

que MEK2 est essentielle a la viabilité des cellules et a leur bon fonctionnement.

4.3.2 ACTIVITE ENZYMATIQUE DES MUTANTS MEK1 ET MEK2

Les mesures de l'activité enzymatique des différents mutants de MEK1 et
MEKZ2 nous ont permis de mieux définir le role joué par la sérine 212 dans la régula-
tion de lactivité enzymatique de MEK. Ce sont les mutants créés a partir de la
substitution de sérines sur la boucle d’activation de MEK1 et MEK2 qui ont permis
de mieux comprendre la régulation de ces deux enzymes. Les sérines en position
218 et 222 sont les deux acides aminés clé pour l'activation de MEK1. Une fois
phosphorylées par Raf-1, c-mos ou les MEK kinases, ces deux sérines permettent
de stabiliser les intéractions entre la boucle d'activation et les résidus impliqués dans
la liaison a ERK.

Le réle joué par la sérine 212 est jusqu’a maintenant inconnu. Cependant, de
grands intéréts sont portés vers elle puisqu'elle est, elle aussi, située sur la boucle
d'activation et de surcroit, trés prés des sérines 218 et 222 régulatrices de I'activité
des MEKs. La substitution de la sérine 212 en alanine a permis la création d'un
mutant ou I'on empéche la phosphorylation sur ce site. Contre toute attente, l'activité
enzymatique des mutants MEK1 S212A et MEK2 S212A est supérieure aux enzy-

mes sauvages. Nos résultats suggerent donc que la sérine en position 212, au lieu
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de coopérer avec les sérines 218 et 222 pour augmenter 'activité kinase de MEK,

permetterait plutét d'inhiber I'activité de cette derniére.

Selon les essais kinase réalisés par Zheng et al. (199) a partir de protéines
GST-MEK1 et du mutant GST-MEK1 S212A qu'ils ont activés 45 minutes avec des
lysats de cellules Swiss 3T3 ou avec c-Raf, le mutant a une activité plus faible que la
forme sauvage. Pourtant, leurs essais sur I'activité basale de ces mémes proteines
recombinantes leur révélent que le mutant S212A a une activité 3 a 4 fois plus
grande que la forme sauvage. Nous pouvons spéculer qu'une protéine recombinante
puisse ne pas étre correctement repliée, mais que lorsqu’elle serait activée, elle
pourrait adopter sa bonne conformation. Les résultats sont contradictoires car le
mutant GST-MEK1 S212A qui a eu une activité plus forte que la forme sauvage est
celui qui n'a pas été stimulé. Pourtant, notre mutant pRC-CMV/HA-MEK1 S212A
transfecté dans des cellules 293 quiescentes et exponentielles donnent toujours une

phosphorylation du MBP plus grande que la forme sauvage.

D’autres évidences viennent supporter le réle inhibiteur de la sérine 212.
Notamment les mutants ADD et AEE qui, dans la plupart des cas, possédent une
activite enzymatique plus élevée que les mutants DD et EE (tableaux | & IV), surtout
en ce qui concerne le mutant AEE versus le mutant EE. |l semblerait que I'action de
la sérine 212 soit supérieure a celle des sérines 218-222. Les résultats les plus
spectaculaires que nous ayons obtenu ont été ceux du mutant DDD, ol les sérines
212, 218 et 222 ont été mutées en acides aspartique. A I'inverse du mutant AAA ol
la mutation de la sérine 212 en alanine n'a pas permis d’augmenter I'activité enzy-
matique, le mutant DDD posséde une activité enzymatique plus faible que les enzy-
mes sauvages malgré la substitution des sérines 218 et 222 en aspartates (figures
4,5,6,7). Ces résultats viennent supporter le réle de la sérine 212 dans la régulation
negative de I'activité enzymatique de MEK1 et MEK2. Ainsi, lorsque les sérines 218
et 222 sont phosphorylées, I'activité kinase de MEK envers ERK augmente considé-
rablement. Lorsque s’ajoute la phosphorylation de la sérine 212, 'activité kinase de

MEK se trouve inhibée.
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Il existe cependant des évidences qui supportent plus ou moins le réle inhi-

biteur de la sérine 212. Comme dans le cas du mutant ADD qui présente une activité
enzymatique semblable a celle du mutant DD. De plus, nous retrouvons le mutant
AAA qui possede une activité enzymatique aussi faible que celle du mutant AA.
Quant au mutant S212D, son activité enzymatique est plus ou moins faible en com-
paraison a celle de I'enzyme sauvage. Bien que les essais kinases aient permis de
demontrer une hausse de l'activité enzymatique pour les mutants MEK1 S212A,
MEK2 S212A et une baisse de I'activité enzymatique pour les mutants MEK1
S212D, MEK2 S212D, MEK1 DDD et MEK2 DDD, cela ne démontrait pas la phos-

phorylation in vivo de ces sérines.

44 MARQUAGE IN VIVO

L'analyse des phosphoaminoacides totaux suite a Ia digestion tryptique de
I'enzyme sauvage MEK1 et du mutant MEK1 S212A révéle une phosphorylation en
sérine et en thréonine (figure 8) (4) mais pas en tyrosine. La phosphorylation en
tyrosine a cependant été démontrée par Crews et al. (39) ainsi que par Gardner et
al. (563). Cependant, il faut dire que leur analyse des phosphoaminoacides totaux de
MEK1 a été faite in vitro et non in vivo. De plus, ces études in vitro manquent de
specificité puisqu'ils ont utilisé une protéine recombinante de MEK qui se fait phos-
phorylée soit par elle-méme, soit par MEKK, par Raf ou par ERK. La cascade de
signalisation MAPKER® a été détruite puisqu’il n'y a plus d'intervention du récepteur
EGF ni des autres récepteurs, ni de Shc, de Src, GrB2, de SOS et de Ras. De plus,
la régulation croisée entre les voies et la participation de protéines adaptatrices dans
la signalisation cellulaire ont été abolies. Rien ne garantit que leurs protéines recom-
binantes soient correctement repliées. La protéine recombinante MEK1 se retrouve
ainsi totalement exposée a Raf, & MEKK, & ERK ainsi qu'a elle-méme ce qui lui
permetterait d'étre phosphorylée en tyrosine, chose qui dans des conditions nor-

males ne se passerait peut-étre pas.

Quant a I'analyse des phosphoaminoacides provenant de la digestion trypti-
que de MEK1 sauvage et du mutant pRC-CMV/HA-MEK1 S212A, il a été impossible
de démontrer s'il y avait phosphorylation de la sérine en position 212 in vivo (résul-
tats non montrés). Il s'avére que le fragment digéré par la trypsine contenant la sé-

rine en position 212 contient aussi les sérines en position 218 et 222 en plus d'une
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thréonine (figure 9). Ceci pose un probléme majeur puisque les sérines 218 et 222
sont phosphorylées in vivo. L’endoprotéinase Glu-c a permis de couper le phospho-
peptide tryptique contenant les trois sérines et une thréonine en deux fragments dont
un qui ne contienderait que la thréonine et la sérine 212. Cette enzyme coupe aprés
un résidu glutamate et aprés un résidu aspartate. Malheureusement, les deux frag-
ments générés ont un patron de migration similaire ce qui nous empéche de dé-

montrer hors de tout doute la phosphorylation de la sérine 212 (figure 16).

Zheng et al. (199) ont également analysés la migration des phosphopeptides
en deux dimensions de GST-MEK1, GST-MEK1 S212A, GST-MEK1 S218A et du
mutant GST-MEK1 S222A qu'ils ont préalablement activés in vitro avec c-Raf puis
digérés avec la trypsine. Leurs cartes en deux dimensions migrées a pH8,9 ne res-
semblent en rien aux nétres. La résolution des peptides a pH1,9 gue nous avons
obtenu était supérieure a la résolution au pH8,9 (résultats non montrés). Tel que
mentionné précédemment, leur phosphorylation de MEK s'est fait in vitro. Ceci
cause des différences majeures puisqu'il y a une une perte totale de I'intégrité cellu-
laire. Il va sans dire que leur protocole differe également du nétre sur plusieurs
points, entre autre pour le temps de digestion avec la trypsine qui est de 12 heures
au lieu de 24 heures. Il est incompréhensible qu'ils aient réussi & séparer sur 2 pep-
tides différents les sérines 218 et 222 et ce, seulement a I'aide de la digestion trypti-
que. Comment est-ce possible que la trypsine qui ne coupe seulement qu'aprés une
lysine ou une arginine, ait pu séparer la sérine 218 de la sérine 222, alors guiln’y a
aucune lysine ou arginine entre les sérines 212, 218 et 222. De plus, ils n'ont pu
déterminer s'il y avait phosphorylation de la sérine 212. Leurs explications, tirées a
partir de leurs résultats, sont nébuleuses puisque pour nous, démontrer la phospho-

rylation in vivo d’un peptide ne contenant que la sérine 212 demeure complexe.

Il faudrait eventuellement observer a 'aide du mutant S212A des MEKs la
sénescence de cellules WI38 et observer un changement de morphologie dans les
cellules NIH3T3. Il serait également souhaitable de réaliser une cinétique a partir
des Rat-1 stables et de créer un mutant S212A chez la levure. Cette derniére per-
mettrait de voir si le réle joué par la sérine 212 de MEK humain a été conservé a

travers I'évolution.
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4.5  AUTRES SITES DE REGULATION DES MAPKK DE LA LEVURE AUX
MAMMIFERES

Surgiura et al. (159) ont identifié une nouvelle MAPKK, Pek1. Celle-ci fait
partie de la cascade Mkh1/Pek1/Pmk1 qui controle lintégrité cellulaire et, avec la
phosphatase calcineurine, antagonise 'lhoméostasie au chlore chez la levure a fis-
sion. lls concluent que I'état de phosphorylation de Pek-1 détermine si celui-ci est
un activateur ou un inhibiteur de Pmk1. Lorsque Pek-1 se fait phosphoryler sur une
sérine en position 234 et une thréonine en position 238 (correspondant aux sérines
218 et 222 de MEK1 et MEK?2), il devient actif et phosphoryle a son tour Pmk1. A
l'inverse, lorsque ces deux résidus sont non phosphorylés, Pek-1 s’associe a Pmk1
et cette association inhibe ce dernier. Surgiura et al. (189) n'ont pas regardé I'état de
la phosphorylation de la sérine 228 qui correspond a la sérine 212 de MEK1 et
MEK2. La construction d’'un mutant ol la sérine 228 aurait été substituée par une
alanine permetterait de démontrer suite a un essai kinase s'il y @ une hausse ou non
de l'activité enzymatique. Il est fort a parier que cette serine pourrait étre phospho-
rylée in vivo et que sa phosphorylation serait responsable de I'inhibition de I'activité
de Pek1.

L'équipe de Zheng et al. (199) ont muté en alanine le géne STE7 de la levure
S. cerevisiae sur les sérines 353 et 359 et une thréonine en position 363. Ces rési-
dus correspondent aux trois sérines 212-218-222 de MEK1 et MEK2. |ls ont testé
ces mutants dans la lignée de levure E929-6C-18 qui ne posséde pas de gene STE7
fonctionnel mais qui contient un géne LacZ sous le controle du promoteur FUS1. lis
concluent que le mutant S353A (S212A de MEK1) n'a pas d'activité basale malgre
que leur mutant $212A de MEK1 en ait et qu'il n’'a pas induit de facon significative le
gene LacZ lorsque les levures ont été stimulées avec des phéromones. Premiére-
ment, selon leurs résultats, sans une induction avec des phéromones, I'enzyme sau-
vage STE7 ainsi que le mutant S353A n'ont aucune activité basale. Il va sans dire
que la cascade n’est activée que lorsqu'il y a une stimulation de la voie. De plus,
STE7 n'est pas capable de s’autophosphoryler, ce qui ne permet pas de conclure
sur le réle joue par la sérine 353. Deuxiémement, il y a eu quand méme une induc-
tion du LacZ par le mutant S353A qui est supérieur de 1.6 fois a 'enzyme sauvage.
Ceci montre que la sérine 353 pourrait jouer ici aussi sur I'activité de STE7 en dimi-

nuant son activite mais peut-étre pas autant que la sérine 212 de MEK1 et MEK2.
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4.6 PERSPECTIVES

4.6.1 KINASE DE LA SERINE 212

L’enzyme la plus susceptible de pouvoir jouer un réle dans la phosphorylation
de la sérine 212 est sans équivoque la kinase Raf-1. Ce dernier étant lui-méme la
MKKK de la voie MAPK™™ . Cela impliquerait cependant un mécanisme a deux
temps. En premier lieu, Raf-1 phosphorylerait les sérines 218 et 222, ce qui active-
rait MEK. En deuxiéme lieu, Raf-1 phosphorylerait la sérine 212, ce qui permetterait
de désactiver MEK. Malheureusement, non seulement les cinétiques enzymatiques
sont inconnues mais aussi Raf-1 n'est pas actif dans les cellules quiescentes. Il faut

alors trouver une sérine kinase qui serait active en conditions quiescentes.

Il existe une autre sérine kinase qui serait susceptible de phosphoryler la sé-
rine 212, la CK2 o ( casein kinase 2 a). Contrairement a Raf-1, CK2 « est constituti-
vement active. Cette enzyme, dont la fonction est obscure, est une sérine/thréonine
kinase qui se lie & la phosphatase PP2A in vitro et dans des cellules dépourvues
d'agents mitogenes. Lorsquelle est surexprimée, MEK est désactivée (65). Ceci
suggere que la liaison de CK2 o & PP2A pourrait augmenter I'activité de Ia phos-
phatase envers MEK. CK2 a. inhibe en plus I'activité transformante de Ras oncogeé-
nique sans changer celle de MEK constitutivement activée (65, 91). De plus, lorsque
Raf-1 devient actif, il brise I'association entre CK2 o et PP2A qui est nécessaire pour
Iactivation maximale de la voie MAPK™ par Raf-1 (65). Ainsi, une fois Raf-1 dé-
sactive, PP2A se réassocie a CK2 o qui pourrait alors phosphoryler la sérine 212 ce
qui permetterait a PP2A de déphosphoryler MEK. Il faut cependant mentionner que

les cinétiques sont inconnues.

4.6.2 PHOSPHATASE DE LA SERINE 212

La désactivation temporelle des cascades de signalisation est cruciale pour
le contréle normal de la signalisation cellulaire. Jusqu’a présent, aucune phospha-
tase n'a été reconnue pour déphosphoryler MEK1 et MEK2 in vivo. Des résultats
montrent que la protéine phosphatase 2A (PP2A) pourrait étre une candidate de
choix. D'abord, parce qu'elle est capable de déphosphoryler MEK in vitro (71), parce
quelle fonctionne en aval de Ras1 dans la cascade de signalisation du récepteur
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Sevenless tyrosine kinase impliquée dans le développement de I'ceil de la Droso-
phile (175) et parce qu’elle se fait inactiver par le petit antigéne de tumeur encodé
par SV40 ce qui a pour effet d'élever l'activité de ERK et de MEK sans affecter
l'activité de Raf (154) dans les cellules CV-1 de reins de singe.

Afin de démonter la déphosphorylation de la sérine 212 de MEK in vivo, il
faudrait réaliser une cinétique in vivo avec MEK en présence ou en absence de
I'acide okadaique, un inhibiteur de PP2A. Il suffirait ensuite d'immunoprécipiter MEK
puis la transférer afin d’hybrider celle-ci avec un anti-corps phosphospécifique contre

la sérine 212.

4.6.3 STRUCTURE CRISTALLINE DE MEK, ROLE DE LA SERINE 212

Les analyses cristallographiques de la cAPK (cyclic AMP-dependent kinase)
et de d'autres protéines kinases ont permis de définir un noyau commun a toutes les
protéines kinases. Le noyau a deux domaines. Le site actif se trouve a linterface
des domaines. L’ATP se lie dans un creux du site actif. Le résidu P+1 du substrat se
lie a la surface d’une poche dans le domaine C-terminal. Plusieurs protéines kinases
ont des sites de phosphorylation sur la boucle d'activation qui est contigué au site
P+ [178).

Les sérines 212, 218 et 222 de MEK situées sur la boucle d'activation ont été
conserveées de la levure a 'humain. Ces sérines sont localisées entre les motifs
conservés « DFG » et « A/SPE » des sous-domaines Vil et VIIl. La phosphorylation
de residus dans ces sous-domaines est de plus responsable de I'activation de
d’autres kinases comme ERK. Le remplacement des sérines 218 et 222, de la mé-
thionine 219 et de I'asparagine 221 en quatre acides aspartique augmente dramati-
quement 'activité enzymatique de MEK1 (95). Ces résultats démontrent I'importance
de ce petit groupe d'acides aminés, 218 & 222, dans I'activation de I'enzyme.
Dailleurs, la délétion des acides aminés 44 & 51 dans le domaine N-terminal ou
I'introduction de prolines dans ce domaine, permet d’activer MEK en perturbant sa
structure secondaire. Les acides aminés 44 a 51 stabiliseraient donc la conforma-
tion inactive de MEK, en diminuant les perturbations de sa structure secondaire. La
perturbation de la boucle d'activation dans le noyau sérine 218 / sérine 222 permet-

terait de plus grands mouvements du c6té C-terminal alors que les résidus en N-
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terminal sont plus contraints. Ce sont les réarrangements structuraux de diverses
régions de MEK qui coopérent pour changer I'état de 'enzyme de la forme inactive a
la forme active et non des contacts spécifiques entre les chaines de Ia region N-
terminale et le reste de I'enzyme. Ainsi, 'activation enzymatique peut-étre accomplie
via deux mécanismes. Un qui implique I'augmentation de la charge négative sur la
boucle d'activation et I'autre qui implique des perturbations dans la structure se-

condaire du N-terminal au noyau catalytique (95).

Nous savons que les mutants $S212D et DDD ont une activité enzymatique
qui est trés inférieure a 'enzyme sauvage. Par conséquent, nous pouvons spéculer
que la phosphorylation de la sérine 212 perturberait la stucture secondaire de la
boucle d'activation & un point tel qu’elle tuerait I'activité enzymatique de MEK malgré
le fait que sa boucle d’activation soit phosphorylée et que I'enzyme ait subi un réar-
rangement dans sa structure secondaire. MEK ainsi complétement déstabilisée
pourrait étre la forme reconnue par des phosphatases qui la raménerait sous sa
forme inactive. Aucun mécanisme de désactivation par la phosphorylation d’'un seul
résidu n'a été trouvé pour toute autre enzyme. Ce serait donc une premiére en ce

genre.

4.6.4 LA SERINE 212 DE MEK1, UNE NOUVELLE CIBLE THERAPEUTIQUE

La découverte de la régulation négative de I'activité de MEK par un seul
acide amine, soit la sérine 212, ouvre la porte a de nouveaux développements dans
la thérapie contre le cancer. Si I'activation soutenue de la voie MAPKERX induit Ia
sénescence de fibroblastes normaux, elle est également requise dans le processus
de l'angiogénese. Bien que la chimiothérapie comprenne déja des inhibiteurs de
I'angiogénése, un moyen pour inhiber ce phénoméne ainsi que bloquer la transmis-
sion des signaux prolifératifs, le contact entre les cellules, la mobilité requise pour
Finvasion de tumeurs et la formation des métastases pourrait é&tre Ia repression de

MEK?1 par la phosphorylation de la sérine 212.

Afin de vérifier cette hypothése, il faudrait exprimer le mutant S212D de
MEK1 dans des cellules cancéreuses a différents stades de développement de la
maladie, afin de mesurer 'impact que causera ce mutant inactif sur la progression

du cancer. Méme si la séquence en acides aminés de MEK1 et MEK2 change rare-
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ment (13), la surexpression du mutant S212D pourrait permettre de bloquer
I'activation de ERK en empéchant Ras et Raf-1 oncogeéniques ou toute autre molé-
cule en aval de Ras, comme la surexpressoin d'un récepteur, d'activer de fagon

constitutive la voie MAPKERK

Nous pourrions peut-&tre suractiver la kinase responsable de la phosphoryla-
tion de la sérine 212 de MEK. Des recherches futures nous apprendons avec certi-
tude, quant a l'identification de cette sérine kinase, son mode d'activation et les ci-
nétiques entourant son activité envers MEK. |l serait intéressant d’exprimer un mu-
tant constitutivement actif de cette sérine kinase dans des cellules cancéreuses, afin
d’évaluer son impact sur la phosphorylation de MEK et de ce fait, sur 'angiogénése,
le développement des cellules cancéreuses et la progression du processus tumoral.
Pourrions-nous espérer un renversement du phénotype de ces cellules cancéreuses
vers un phénotype sauvage? Cela nous permettrait de développer non pas un inhi-
biteur, mais plutdt un activateur de cette sérine kinase impliguée dans la phospho-
rylation de la sérine 212 de MEK1.
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ANNEXE |

CALCUL DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DES MUTANTS MEK1 ET MEK2

1. Evaluer la quantité d’ATP froid dans le volume final de Ia réaction.

Exemple : 100uM ATP froid pour 40 pL
100 uM =1L
x mole =40 uL
X =4x10° mole

2, Evaluer la quantité d’ATP chaud par mole d’ATP froid de la réaction.

Exemple : (5uCi x 0,748) + 4 x 10™° mole = 935 Ci/mole =935 pCi/pmole
N.B. Multiplier cette valeur par le facteur de dégradation pour 'ATP selon la
date de référence de 'ATP obtenu.

3. Convertir les comptes cpm de chacune des bandes MBP qui ont été excisées
d’'un gel puis comptées dans du liquide scintillant en pmole d’ATP incorporé.

Constante : 1 nCi = 2222 dpm = 2222 cpm
1pCi=2,222 cpm

Exemple : Si nous avons un compte de 21012 cpm pour une immunopréci-
pitation de 200 ng de lysat de protéines (mutant MEK2 S212A dans les 293
en phase exponentielle).

1pCi = 2,222 cpm
X = 21012 cpm
X = 9456,3456 pCi
935 pCi =1 pmole

9456,3456 pCi =y pmole
y =10,11 pmole
4. Calcul de I'activité spécifique (pmole/min/mg).

A. Diviser la valeur du pmole d’ATP incorporé par la durée de la réaction (x
minutes) afin d’obtenir le résultat de I'activité totale (pmole/min).

B. Multiplier par le facteur approprié afin d’obtenir I'activité selon le mg de
proteines.

Exemple: A. 10,11 pmole + 40 min = 0,2528 pmole/min
B. 0,2528 pmole/min x (1000 pg/ 200 pg) = 1,264 mole/min/mg
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