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Résumeé

Il est connu depuis longtemps que la phosphorylation et 1’ubiquitination des protéines
jouent un role crucial dans le controle du cycle cellulaire. Depuis une dizaine d’années,
plusieurs travaux dont ceux de notre équipe, ont montré I'importance d'une autre modification
post-traductionnelle pour la progression normale du cycle cellulaire et plus particulierement
de la mitose : la O-GlcNAcylation. C’est une O-glycosylation atypique car dynamique et
réversible, tres conservée chez les Eucaryotes. Elle est régulée par I'OGT (O-GIcNAc
transférase) qui transfere un résidu unique de GIcNAc a partir de I'UDP-GICNACc sur les
sérines ou thréonines de protéines intracellulaires, et I'OGA (O-GIcNAcase) capable
d'hydrolyser ce résidu.

L’objectif de mes travaux de thése était de mieux comprendre comment la balance O-
GlcNAc participe au controle de la prolifération cellulaire en se focalisant sur I’entrée dans le
cycle cellulaire et la transition G1/S. Dans un premier temps, grace a différentes approches
expérimentales, nous avons caractériseé la dynamique de O-GIcNAcylation au cours des
phases précoces du cycle cellulaire. Nous avons mis en évidence dans différentes lignées
cellulaires une baisse importante du niveau global de O-GIcNAcylation lors de I'entrée des
cellules synchronisées en phase S. Nous avons montré dans les cellules MCF7 que cette
diminution est corrélée a une augmentation de I’expression et de I’activité de I’OGA
endogene. Dans un second temps, en couplant la séparation des protéines par électrophorese
bidimensionnelle, la détection des protéines O-GIcNAcylées par western-blot et le séquencage
peptidique par spectrométrie de masse en tandem, nous avons identifié une soixantaine de
protéines cytosoliques et nucléaires différentiellement O-GIcNAcylées entre les phases GO,
G1 et S. Ces protéines interviennent dans des processus cellulaires essentiels a la phase G1
tels que la mise en conformation des protéines ou la régulation de la transcription et de la
traduction. Par immunoprécipitation, nous avons validé les variations de la O-GIcNAcylation
de la cytokératine 8, de I’hnRNP K impliquée dans la maturation des ARNm, de la Caprine-1
(cell-cycle associated protein-1) et des protéines MiniChromosome Maintenance MCM3,
MCM6 et MCM7 impliquees dans la formation du complexe de pré-réplication.

L’ensemble de ces travaux indique que la progression des cellules dans les phases G1 et S
du cycle cellulaire est étroitement liée a la dynamique de O-GIlcNAcylation, a travers la
régulation de I’expression protéique de I’OGT et I’OGA et de I’activité¢ de I’OGA. De plus,
les résultats de protéomique apportent pour la premiére fois une vision globale des protéines
différentiellement O-GIcNAcylées a la transition G1/S. lls soulignent un réle potentiel de la
O-GlcNAcylation dans les mécanismes intracellulaires contrdlant 1’initiation de la synthése
d'’ADN et par la méme, le maintien de l'intégrité génomique.
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Summary

It is known for a long time that phosphorylation and ubiquitination of proteins play a key
role in the cell cycle control. Over the last decade, we and others have shown that O-
GIcNAcylation is also an important post-translational modification in regulating cell cycle
progression, and more particularly, the mitosis events. O-GIcNAcylation is, an atypical O-
glycosylation because it is highly dynamic and reversible, governed by O-GIcNAc transferase
(OGT) that transfers the N-acetylglucosamine (GIcNAc) residue onto Ser/Thr of intracellular
proteins from the nucleotide-sugar donor UDP-GIcNAc, and O-GIcNAcase (OGA) that
removes the sugar from proteins. This couple of enzymes finely regulates their target proteins
by modifying, for example, the rate of phosphorylation of key residues.
The aim of my work was to explore how O-GIcNAc balance is implicated in the control of
cellular proliferation, by focusing on the entry into the cell cycle and the G1/S transition.
First, using several experimental approaches, we characterized the O-GIcNAc dynamics
during the early phases of the cell cycle. We highlighted in several cell lines that S-phase
entry was associated with a marked decrease in the overall level of O-GIcNAcylated proteins.
We further showed in MCF7 cells that this decrease was correlated with an increase in both
expression and activity of endogenous OGA. Then, using a proteomic approach based on
separation of proteins by two-dimensional electrophoresis, detection of O-GIcNAcylated
proteins by western-blot and peptide sequencing by tandem mass spectrometry, we identified
around 60 cytoplasmic and nuclear proteins differentially O-GIcNAcylated between GO, G1
and S phases. These proteins are involved in key cellular functions that are essential for G1
and S progression, such as protein folding, transcription or translation regulation. By
immunoprecipitation, we validated the cell cycle-dependent O-GIcNAc variations of
cytokeratin 8, hnRNP K which is involved in mRNA processing, Caprin-1 (cell-cycle
associated protein 1) and MCM3, MCM6 and MCM7 (MiniChromosome Maintenance)
which are all components of the pre-replicative complex.
Taken together, our results show that there is a close link between the dynamics of O-GIcNAc
and the progression of cells into the early steps of the cell cycle, through the regulation of
OGA activity and protein levels of OGT and OGA. In addition, this study provides for the
first time a descriptive overview of differentially O-GIcNAcylated proteins at the G1/S
transition, highlighting a potential role of O-GIcNAcylation in the initiation of DNA synthesis
and therefore in the maintenance of genome integrity.
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Cette thése a été réalisée dans le cadre d'une bourse cofinancée par la région Nord-pas-de
Calais et le CNRS (Centre National de Recherche Scientifique) au sein de I'Unité de
Glyciobologie Structurale et Fonctionnelle (UGSF), dans I'équipe "glycobiologie de la
signalisation cellulaire et des glycopathologies™ dirigée par le Dr Jean-Claude MICHALSKI,
sous la direction scientifigue du Dr Anne-sophie VERCOUTTER-EDOUART.
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Préambule

La cellule, connue pour étre I’unité fondamentale de la vie, est a la base de tout étre
vivant aussi bien unicellulaire que multicellulaire. Elle est capable de grandir, de se
reproduire, de réagir & son environnement extérieur en intégrant 1’information et en y
répondant de facon appropriée. Un seul processus permet a la cellule de se reproduire,
veéhiculant ainsi son matériel génétique et assurant la continuité de la vie, connu sous le nom
de cycle cellulaire. La théorie cellulaire est formulée par le botaniste Theodor Schwann et le
physiologiste Matthias Schleiden en 1839. Elle est ensuite confirmée en 1858 suite aux
observations microscopiques du physiologiste Allemand Rudolf Virchow qui formule
I’axiome de la théorie cellulaire « omni cellula e cellula », toute cellule provient d'une autre
cellule. Le concept de cycle cellulaire est introduit un siécle plus tard en 1953 par A. Howard
et S.R. Pelc identifiant les quatre phases du cycle cellulaire. Depuis, notre compréhension des
mécanismes participant au déroulement et au contrdle de ce processus biologique n’a cesse de
progresser, avec pour derniere distinction en date celle du prix Nobel de physiologie et
médecine de R. Hartwell, P. Nurse, et T. Hunt décerné en 2001 pour leur découverte sur les

mécanismes de contrdle du cycle cellulaire.

Toutefois, tous les éléments participant a son contréle ne sont pas entierement élucidés ce
qui en fait encore, actuellement, un des grands axes de recherche puisque son déréglement
conduit a une prolifération anarchique entrainant I’apparition de pathologies graves tels que
les cancers.

I est maintenant bien admis que le développement d’un cancer est un processus multifactoriel
et multi-étapes dans lequel une cellule normale deviendra progressivement cancéreuse.
L’altération d’expression de geénes, étape critique dans I’initiation et la progression de cancer,
le dysfonctionnement des voies de signalisation, la perte des systémes de contrdle du cycle
cellulaire et une prolifération cellulaire aberrante sont reconnus pour étre des marqueurs de
cancérisation. Les modifications post-traductionnelles (MPTs), qui se définissent par la
liaison covalente et spécifique d’un groupement chimique sur une protéine, jouent un role
central dans tous ces processus biologiques. Ces dernieres années, un grand nombre d’études
a permis de mieux comprendre le r6le des MPTs dans ces divers processus biologiques. Elles
ont montré que des altérations aussi bien des protéines cibles que des protéines responsables

de ces MPTs peuvent étre impliquées dans la transformation de cellules normales en cellules
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cancéreuses. Ces recherches permettent, notamment, de mettre en exergue le caractére

dynamique des aberrations que peut subir une cellule aussi bien au niveau de sa structure, de
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I’intégrité de ses composants que dans I’expression de ses geénes lors du processus de

cancérisation (Krueger & Srivastava, 2006).

Dans ce cadre, les objectifs de mes travaux de thése ont consisté a étudier le réle d’une
modification post-traductionnelle, la O-linked beta-N-Acetylglucosaminylation ou O-
GIcNAcylation au cours du cycle cellulaire, en particulier lors de la transition G1/S au sein de
cellules humaines.

L'introduction de ma thése sera découpée en 4 parties. Une premiere partie sera consacreée a
une description générale du cycle cellulaire eucaryote ainsi qu’aux systemes et acteurs mis en
jeu dans sa régulation. La seconde partie de I’introduction mettra 1’accent sur I’entrée des
cellules dans le cycle cellulaire jusqu’a leur progression en phase S ainsi qu’aux voies de
signalisation nécessaires au bon déroulement de ces évenements. La troisieme partie de
I’introduction présentera la O-GIcNAcylation et son réle dans divers processus biologiques.
Finalement, la quatrieme et derniére partie de I'introduction portera une attention particuliére
sur nos connaissances actuelles de l'implication de la O-GIcNAcylation dans le cycle
cellulaire et le cancer.

Apreés avoir replacé mon sujet de recherche dans son contexte scientifique, I’ensemble des
résultats obtenus au cours de mes 3 années de thése sera développé. Dans un premier temps,
je vous présenterai le choix de la synchronisation du modeéle cellulaire (MCF7) qui nous a
permis d'étudier la O-GIcNAcylation au cours du cycle cellulaire. Dans un second temps, je
vous exposerai les résultats mettant en évidence la relation entre la O-GIcNAcylation et le
cycle cellulaire, plus particulierement a la transition G1/S. Les résultats obtenus ont fait
I'objet, tout d'abord, d'une étude descriptive mettant en évidence la régulation de la dynamique
de O-GIcNAcylation au cours des étapes précoces du cycle cellulaire puis d'une étude ciblée
qui a consisté dans l'identification des protéines différentiellement O-GIcNAcylées au cours
de la transition G1/S. Finalement, I'ensemble de ces résultats seront replacés dans un cadre

plus genéral lors de la discussion de mon manuscrit de these.
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Introduction

Dans notre organisme constitué d’environ de 10 000 milliards de cellules, nous
pouvons distinguer 3 types de cellules en fonction de leur affinité pour le cycle cellulaire : les
cellules différenciées qui ne se diviseront plus et qui sont associées a une fonction
particuliére, dépendante du tissu dans lequel elles se trouvent; les cellules en division
permanente contrélant I’homéostasie cellulaire en contrebalangant le nombre de cellules
mortes ; et des cellules dites quiescentes, c’est-a-dire non prolifératives, qui représentent la
majorité des cellules de notre organisme.

Les cellules en division ne s’arréteront de proliférer que si leur environnement est défavorable
a leur progression dans le cycle, dans ce cas, elles entreront en quiescence. A I’inverse des
cellules quiescentes pourront entrer dans le cycle cellulaire en réponse a des stimuli
extracellulaires tels que des hormones et des facteurs de croissance. Une fois entrées dans le
cycle cellulaire, les cellules vont dupliquer leur ADN et ainsi transmettre leur patrimoine

génétique en donnant naissance a 2 cellules filles génétiquement identiques (Meijer L, 2003).

I- Le cycle cellulaire : phases, acteurs et systémes de sa

régulation

1.1 Les phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se déroule suivant une chronologie bien définie, sa durée est
variable selon le type cellulaire mais pour des cellules humaines en culture il dure en
moyenne 24 heures (Cooper GM, 2000). Le cycle cellulaire peut-étre divisé, selon la
morphologie nucléaire de la cellule, en 2 périodes distinctes : I’interphase et la mitose. Une
cellule interphasique est caractérisée par la présence d’une chromatine décondensée dans son
noyau, contrairement & une cellule mitotiqgue ou la chromatine est fortement condensée
permettant de distinguer les chromosomes individualisés. L’interphase est la période la plus
longue du cycle cellulaire et correspond a I’intervalle entre deux mitoses. La mitose est la

division proprement dite des cellules. Deux évenements majeurs se produisent au cours de ces

1
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Figure 1. Les différentes phases du cycle cellulaire
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phases, la réplication de I’ADN lors de I’interphase et la ségrégation des chromosomes

répliqués dans deux cellules filles lors de la mitose.
1.1.1 L’interphase

Le cycle cellulaire s’initie lors de I’interphase qui est composée de 3 phases : la phase
G1 (gap 1), la phase S (synthese) et la phase G2 (gap 2). Les phases G1 et G2 (gap =
intervalle) sont des phases préparatrices qui précédent les événements critiques du cycle

cellulaire (Figure 1).

La phase G1 est la phase la plus variable du cycle cellulaire dont la durée est directement
dépendante du type cellulaire considéré et de I’environnement dans lequel se trouve la cellule.
Lors de cette phase, la cellule présente un métabolisme tres actif avec une synthese accrue de
protéines indispensables a la régulation du cycle cellulaire, qui se traduit par une croissance
progressive de la taille de la cellule. Le passage en phase S n’a lieu que si la cellule a atteint la
taille requise et une quantité de protéines suffisante pour progresser tout au long du cycle
cellulaire. Durant cette phase, la cellule va pouvoir choisir de proliférer, de se différencier,
d’entrer en quiescence, ou méme en apoptose en activant les voies de signalisation

appropriées (Blomen & Boonstra, 2007).

La phase S est 1’étape durant laquelle I’ADN est dupliqué, la cellule va donc passer d’une
guantité 2n chromosomes a 4n. Lors cette phase, il y a également la réplication des
centrosomes indispensables a la ségrégation des chromosomes lors de la mitose (Nigg &
Stearns, 2011).

La phase G2, plus courte que la phase G1, est la 2°™ phase de croissance et de préparation du
cycle cellulaire. Elle commence lorsque la réplication de I’ADN est complétement achevée,
des lors ou la cellule est devenue tétraploide. Au cours de cette phase, les protéines
indispensables a la poursuite de la division cellulaire sont synthétisées et la cellule continue

de croitre en vue de la mitose (Cooper GM, 2000).
1.1.2 La mitose

La phase M ou mitose est la phase finale du cycle cellulaire. Elle se caractérise par
des modifications structurales, nucléaires et cytoplasmiques, et des mouvements
chromosomiques importants. La mitose concerne a la fois la division nucléaire et la division

cytoplasmique, respectivement nommeées caryocinése et cytokinése, et va se conclure par la

3
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formation de 2 cellules filles diploides ayant les mémes caractéres morphologiques et
physiologiques que la cellule mére. Cette derniere phase du cycle cellulaire est subdivisée en

5 sous-phases (Figure 1):

La prophase correspond a la premiére étape de la mitose, et commence par la condensation
progressive des chromosomes dans le noyau. Lors de la prophase, les centrosomes
préalablement dupliqués vont migrer vers les pbles opposés de la cellule et les microtubules
vont s’organiser pour commencer la formation du fuseau mitotique (Nigg EA, 2001).

La prométaphase est caractérisée par la rupture de I’enveloppe nucléaire (Nuclear Envelope
Breakdown ou NEBD) permettant la formation compléte du fuseau mitotique. Les
chromatides sceurs de chaque chromosome répliqué vont alors pouvoir se connecter, par

I’intermédiaire de leur kinétochore, aux microtubules de pdles opposés (Maiato et al., 2004).

La métaphase est définie par le rassemblement des chromosomes condensés au niveau de la

plaque équatoriale encore appelée plaque métaphasique (Maiato et al., 2004).

L’anaphase est associée a la migration des chromatides sceurs homologues de chaque
chromosome dupliqué a partir de la plaque équatoriale vers les pbles opposés de la cellule
(Meijer L, 2003).

La télophase correspond a la disparition du fuseau mitotique suivie d’une décondensation des
chromosomes. Une nouvelle enveloppe nucléaire va ensuite se former autour des
chromosomes et autres composants nucléaires séparés et se mettra alors en place la cytokinése
(Meijer L, 2003).

La cytokinése ou division cytoplasmique est 1’étape ultime du cycle cellulaire qui se traduit

par la séparation physique des deux cellules filles nouvellement formées.

La progression des cellules a travers les différentes phases et sous-phases du cycle cellulaire
s’effectue toujours dans cet ordre précis et ’achevement complet d’une phase est

indispensable au commencement de la suivante.
1.2 Acteurs de la régulation du cycle cellulaire

La progression harmonieuse a travers les étapes séquentielles du cycle cellulaire est
régulée par de nombreux acteurs dont les protéines clés sont les kinases dépendantes des

cyclines ou CDKs (Cyclin Dependent Kinases).
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1.2.1 Les kinases cyclines-dépendantes

Initialement, les Cdc pour Cell division cycle ont été découvertes chez les levures S.
cerevisiae et S. pombe a partir de souches mutantes s’arrétant de proliférer a des endroits
précis du cycle cellulaire. Les 1¥® Cdc identifiées par Lee Hartwell et Paul Nurse dans les
années 1970 sont, respectivement, la Cdc28 chez S. cerevisiae et la Cdc2 chez S. pombe. Dans
les années 1980, leurs homologues sont découverts chez ’Homme par Paul Nurse qu’ils
rebaptisent CDKs pour Cyclin-Dependent Kinase. Les CDKs appartiennent a la grande
famille des sérine/thréonine kinases qui ont pour fonction de catalyser le transfert d’un
groupement phosphate sur les résidus sérine et thréonine de leurs substrats. Ces protéines ont
une taille comprise majoritairement entre 35 et 40 kDa mais peuvent atteindre jusqu’a 110
kDa en incluant les CDKs derniéerement découvertes, CDK11A et B (Malumbres et al., 2009).
La famille des CDKs comprend aujourd’hui 20 membres comportant des similarités de
séquences dont 6, les CDKs 1, 2, 3, 4, 6 et 7, sont spécialement impliquées dans le contréle du
cycle cellulaire (Malumbres et al., 2009). Les CDKSs interviennent dans d’autres processus
biologiques tels que le contrdle de la transcription pour les CDK7-11 et la fonction neuronale
pour la CDK5 (Malumbres & Barbacid, 2005). Le niveau d’expression des CDKs reste
constant tout au long du cycle cellulaire contrairement a leur activité qui oscille

spécifiqguement selon les phases du cycle cellulaire (Morgan DO, 1995).

L’activité de ces kinases est contr6lée post-traductionnellement selon 4 niveaux de régulation,

que je vais détailler ci-dessous :

- par I’association transitoire avec leur cycline partenaire

- par la phosphorylation activatrice de la CAK (CDK-activating kinase)

- par les phosphorylations inhibitrices des membres de la famille Weel/Myt1/Mik1

- et par leur interaction transitoire avec des inhibiteurs spécifiques, les CKI (CDK inhibitors)
(Pavletich NP, 1999).

7
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Figure 2. Changement de conformation d'une CDK suite a son association a une cycline
(Modifié a partir de Bartova et al., 2008 et Huse & Kuriyan, 2002)
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Figure 3. Activation de la CDK par la phosphorylation activatrice de la CAK

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Ludivine Drougat, Lille 1, 2012

1.2.1.1 Régulations positives des CDKs

a- Régulations des CDKs par leur association a une cycline

L’association des CDKs avec leur cycline partenaire va moduler leur structure
devenant favorable & une possible activation (Figure 2). Les CDKs ont une structure bilobée,
semblable a toutes les kinases, avec un lobe N-terminal riche en feuillets B et un lobe C-
terminal riche en hélices a. Elles se différencient des autres kinases par la présence de 2
régions particulieres, une hélice a comportant le motif PSTAIRE (nom des acides aminés en
code une lettre) situé en N-terminal et une boucle régulatrice appelée T-loop ou boucle
d’activation située en C-terminal. En absence de cycline, les configurations prises par 1’hélice
a présentant le motif PSTAIRE et par la T-loop rendent inaccessible le site catalytique aussi
bien a la molécule d’ATP qu’aux substrats des CDKs. L’association d’une CDK a une cycline
va moduler sa conformation par une rotation de 90°C de son hélice alpha et par un
déplacement de sa T-loop (Pavletich NP, 1999). Les changements de position de ces deux
régions permettent, respectivement, la fixation et une orientation correcte de I’ATP, au sein
du site catalytique, compatible avec le transfert du phosphate sur son substrat ainsi que
I’accessibilité du substrat a ce site (Figure 2). Ceci étant vrai pour tous les complexes

Cyclines/CDKs intervenant au cours du cycle cellulaire que I'on verra au §1.2.3.
b- Régulations des CDKs par la CAK

Suite a leur association a une cycline, les CDK deviennent semi-actives. Leur
activation nécessite la phosphorylation d’un résidu thréonine, devenu accessible suite a cette
interaction, situé en position 161 pour la CDK1, 160 pour la CDK2, 172 sur CDK4 et 177
pour la CDKG6 dans la T-loop (Morgan DO, 1995 ; Gu et al., 1992 ; Bockstaele et al., 2009).
Cette phosphorylation, catalysée par la kinase CAK (CDK-activating kinase), est nécessaire
au maintien de I’ouverture du site catalytique indispensable dans la prise en charge des
substrats par les CDKs (Figure 3). La CAK est une enzyme composée d’une sous-unité
catalytique, la CDK7 ; d’une sous-unité regulatrice, la Cycline H, et d’une troisi¢éme Sous-
unité MAT1 (ménage a trois). La CAK est capable d’activer tous les complexes Cycline/CDK
impliqués dans le contréle du cycle cellulaire (Lolli & Johnson, 2005). Son activité est
constante au cours du cycle cellulaire sauf dans les cellules quiescentes ou elle est plus faible,
due a une diminution d’activité de la CDK7, sa sous-unité catalytique (Lolli & Johnson,
2005).
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La phosphorylation de la CAK sur les CDKs peut étre reversée par une phosphatase, la KAP
(CDK-associated protein phosphatase) (Figure 3). La KAP peut lier la CDK en absence ou
présence de cycline mais ne peut la déphosphoryler que lorsque la cycline est dégradée ou
dissociée de la CDK (Hannon et al., 1994 ; Poon & Hunter, 1995 ; Chinami et al., 2005).

1.2.1.2 Régulations négatives des CDKs

a- Régulations des CDKs par les phosphorylations inhibitrices

Opposé a la phosphorylation activatrice des CDKs par la CAK, le 3°™ mécanisme
régulant ’activité des CDKs sont les phosphorylations inhibitrices (Figure 4). Pour CDK1 et
CDK2, ces phosphorylations ont lieu sur la thréonine 14 et la tyrosine 15 situées prés de la
poche de fixation de I’ATP, et vont interférer avec la fixation de I’ATP, inhibant alors
I’activité de la CDK (Jeffrey et al., 1995). Ces phosphorylations sont assurées par les kinases
Weel et Mytl. La kinase Weel peut catalyser la phosphorylation de la thréonine 14 et de la
tyrosine 15, alors que Mytl ne peut phosphoryler que la tyrosine 15 (Mueller et al., 1995).
Contrairement aux CDK1 et CDK2, la CDK4 n'est pas la cible de Weel (Bockstaele et al.,
2006). Dans certaines conditions (cellules quiescentes, cellules arrétées en G1 apres
irradiation aux UV), une phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 17 a été reportée sur
CDK4 (Jinno et al.,, 1999). Ces phosphorylations inhibitrices sont dominantes sur la
phosphorylation activatrice catalysée par la CAK, excepté pour la CDK4. Elles peuvent
néanmoins étre levées par des phosphatases de la famille des Cdc25 afin de permettre 1’acces
de I’ATP a son site de fixation (Figure 4). Dans les cellules humaines, 3 phosphatases de la
famille des Cdc25 ont éte identifiées : Cdc25A, B et C (Nilsson & Hoffmann, 2000). Les
premieres études réalisées sur les Cdc25 suggéraient qu’une isoforme régulait spécifiquement
un ou plusieurs complexes Cycline/CDK en intervenant a des moments différents du cycle
cellulaire (Donzelli & Draetta, 2003). L’expression des Cdc25 A et B varie au cours du cycle
cellulaire, contrairement a celle de Cdc25C qui reste constante. La Cdc25A est induite suite
aux stimulations des cellules quiescentes par des facteurs mitogénes, elle connait un pic
d’expression a la transition G1/S et va disparaitre complétement en fin de mitose (Jinno et al.,
1994 ; Boutros et al., 2006). Elle sera dégradée en phase S et G2 par le complexe SCF (Skp1,
cdc53p/cullin et F-box protein) et en mitose par I’APC/C (anaphase promoting
complex/Cyclosome). Quant & la Cdc25B, elle sera exprimée & partir de la transition G1/S,
s’accumulera en phase S et sera dégradée en fin de mitose. Des travaux plus récents montrent

que les 3 isoformes des Cdc25 agissent spécifiquement sur les différents complexes
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Cycline/CDK aux transitions G1/S et G2/M jusqu’a la mitose, en passant par la phase S
(Boutros et al., 2006).

b- Régulations des CDKs par leur interaction avec les CKI

En plus d’étre régulée, a la fois, par 1’association a une cycline et par des
phosphorylations activatrices et inhibitrices, 1’activit¢ des CDKs est aussi contrélée par leur
interaction transitoire a des protéines inhibitrices, les CKls pour CDK inhibitors. Sur la base
de leur homologie de séquence et de spécificité d’action, les CKIs sont divisés en deux
familles. La famille CIP/KIP (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) capable
d’inhiber toutes les CDKs des phases précoces du cycle cellulaire (G1 et S), et la famille des
INK4s (Inhibitors of CDK4) qui sont des inhibiteurs spécifiques des CDK4 et CDKG6 et qui
interviennent en phase G1. Pour inhiber I’activit¢é des CDKs, ces 2 familles emploient des
stratégies différentes (Sherr & Roberts, 1999). Les membres de la famille CIP/KIP incluant
p21CIP1, p27KIP1 et pS7KIP2 s’associent directement au complexe Cycline/CDK afin
d’inhiber son action. Alors que p15 INK4b, p16 INK4a, p18 INK4c et p19 INK4d, membres
de la famille INK4, lient préférentiellement les CDKs isolées empéchant la formation des
complexes Cycline D/ICDK4-6 (Pavletich NP, 1999) (Figure 5).

Ces inhibiteurs sont aussi capables d’inhiber I’action de la CAK sans interaction directe mais
en stabilisant les complexes Cycline/CDK dans une conformation inactive ou la thréonine

cible de la phosphorylation par la CAK est rendue inaccessible (Lolli & Johnson, 2005).

L’effet combiné de toutes ces régulations, qu’elles soient positives ou négatives, influencent
I’activité des CDKs, protéines clés dans le controle de la succession harmonieuse des

différentes phases du cycle cellulaire.

1.2.1.3 Les CDKs et les thérapies anti-cancéreuses

L'expression, l'activité et la régulation des différentes CDKs sont retrouvées
déregulées dans les cancers. La synthese d'inhibiteurs des CDKs est donc, depuis plus de 15
ans et encore actuellement, un axe de recherche majeur pour des thérapies anti-cancéreuses.
Les CDKs sont en effet la cible de nombreux inhibiteurs divisés en 2 catégories principales :

- les inhibiteurs a large spectre avec les inhibiteurs de 18 génération comme le flavopiridol,
capable d'inhiber les CDKs 1, 2, 4 et 7 (Losiewicz et al., 1994 ; Carlson et al., 1996).
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Il a été le premier inhibiteur testé en phase | d'essai clinique (Senderowicz AM, 1999).
Cependant les effets d'inhibitions sur plusieurs types de cancers se sont révélés décevants lors
des essais cliniques en phase Il. 1l est actuellement testé en phase | et Il d'essai clinique en
combinaison avec une autre drogue dont les essais sont plus ou moins concluants selon les
expeériences; (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00094978). Un autre inhibiteur a large
spectre, la (R)-Roscovitine, encore appelée CYC202 ou Seliciclib, inhibe les CDK1, 2, 5, 7 et
9, et plus faiblement les CDK4 et 6 (Bach et al., 2005). Elle est actuellement testée en Phase
Il d'essai clinique sur des cancers du poumon a petites cellules (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT00372073?term=NCT00372073&rank=1).

- les inhibiteurs spécifiques tels que le AT-7519M et le PD-0332991 inhibent respectivement
la CDK2 et la CDK4/6. Ces deux drogues sont actuellement testées en phases | et Il d'essais
cliniqgues : I'AT-7519M seul ou en combinaison avec le Bortezomib, inhibiteur du
protéasome, sur des myélomes, lymphomes et leucémies et le PD-0332991 seul ou en
combinaison avec diverses drogues sur différents types de cancers solides.
(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=7644447)
(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/results?protocolsearchid=10937776)

(pour revue Cicenas & Valius, 2011)
1.2.2 Les Cyclines

Les cyclines appartiennent & une large famille de protéines de 50 a 90 kDa capables de
déterminer I’activité des CDKs. Leur niveau d’expression varie au cours du temps car ces
protéines sont instables dd a un cycle de synthése/dégradation spécifique des phases du cycle
cellulaire (Figure 6). Ces variations d’expression cycliques entrainent une activité transitoire
et spécifique des CDKs. Les cyclines ont en commun une séquence hautement conservée de
100 acides aminés appelée Cyclin Box, requise pour leur interaction avec les CDKs
(Malumbres & Barbacid, 2005). Elles contiennent aussi une région hydrophobe capable
d’interagir avec les motifs RXL (ou ‘Cy’ motif) présents a la surface d’'une majorité de leurs
substrats et des inhibiteurs de CDKs. Les cyclines impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire peuvent étre divisées en 2 familles : les cyclines G1 composées des cyclines de type
D (D1, D2 et D3) et de type E (E1 et E2), et les cyclines mitotiques incluant les cyclines de
type A (Al et A2) et de type B (B1-B3) (Schafer KA, 1998).
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L’accumulation périodique de ces cyclines est essentielle a la succession correcte des phases
du cycle cellulaire mais leur dégradation est tout aussi importante. Les cyclines G1
contiennent une séquence PEST riche en proline (P), glutamate (E), sérine (S) et thréonine (T)
et les cyclines mitotiques, une région appelée boite de destruction ou D-box. Ces deux
séquences particulieres sont la cible de la voie de dégradation dépendante de 1’ubiquitine mais
vont étre prises en charge par deux complexes de dégradation différents, les complexes SCF
et APC/C, intervenant a des moments précis du cycle cellulaire (comme décrit au §1.2.4)
(Schafer KA, 1998). Entre le laps de temps ou elles sont synthétisées puis dégradées, les
cyclines vont se complexer spécifiquement avec une CDK afin de réguler transitoirement son

activité.
1.2.3 Les complexes Cycline/CDK du cycle cellulaire

Les cellules de mammifere contiennent plusieurs cyclines et CDKs qui vont ainsi

former différents complexes cycline/CDK spécifiques des phases du cycle cellulaire (Schafer
KA, 1998) (Figure 5). Les CDKs sont les sous-unités catalytiques de ce complexe alors que
les cyclines sont les sous-unités régulatrices.
Lors de I’entrée des cellules dans le cycle, la synthése de la cycline D est rapidement induite
en réponse aux facteurs mitogenes, elle va alors pouvoir s’associer a la CDK 4 ou 6 et assurer
la progression des cellules en phase G1. En fin de G1 se met en place le complexe Cycline
E/CDK2 nécessaire a la transition G1/S ou I’expression de la cycline E est maximale (Schafer
KA, 1998). La cycline E est ensuite progressivement dégradée par le protéasome lors de la
phase S. La CDK2 ainsi libérée va alors s’associer a la cycline A afin d’activer la réplication
de I’ADN, indispensable au bon déroulement de la phase S (Woo & Poon, 2003). Les cyclines
mitotiques qui peuvent s’associer toutes les 2 a la CDK1, vont ensuite prendre le relais pour
assurer la progression des cellules dans les derniéres étapes du cycle cellulaire. La CDK1 est
d’abord activée par la cycline A en phase G2, puis par la cycline B. Le complexe Cycline
B/CDK1 encore appelé MPF pour M-phase promoting factor, responsable de la transition
G2/M, va se former au fur et a mesure de la synthése de la cycline B (Figure 5). Une fois les
cellules entrées en mitose, la dégradation de la cycline B en métaphase et 1’inactivation
subséquente du MPF, sont indispensables pour declencher la sortie de mitose (Clute &
Pines, 1999 ; Parry et al., 2003 ; Echard & O’Farrell, 2003).
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Comme mentionné ci-dessus et décrit ensuite au 81.2.4, la dégradation spécifique des cyclines
permet une action de sa CDK partenaire a un moment precis du cycle cellulaire. Une fois
activés, les complexes Cycline/CDK phosphorylent spécifiquement leurs substrats qui
contribuent & la progression des cellules dans les phases suivantes du cycle cellulaire. Les
substrats de ces complexes possédent une ou plusieurs séquences consensus de type S/T-P-X-
(K/R) contenant les sites cibles de phosphorylation des CDKs (Moses et al., 2007). Par
exemple, la protéine du rétinoblastome contient 16 sites consensus pour la phosphorylation
des CDKs (Harbour et al., 1999). Elle est d’ailleurs la cible des complexes Cycline D/CDK4-
6 et Cycline E/CDK2. Son hyperphosphorylation par ces complexes est indispensable a la
libération du facteur E2F, qui sera alors capable de jouer son role de facteur de transcription
(cf 82.3.5, Figure 16). Un autre exemple est celui des protéines MCM 2-7 (MiniChromosome
Maintenance 2-7) qui sont des composants du complexe de pré-réplication. Les différentes
MCMs de ce complexe sont des cibles des complexes Cycline E/CDK2 et Cycline B/CDK1
dont les phosphorylations identifiées sur les protéines MCMs seront détaillées dans le § 2.4.3.

1.2.4 La dégradation des protéines régulatrices du cycle cellulaire

Le passage d’une phase a une autre dans le cycle cellulaire doit se faire de maniere
unidirectionnelle et irréversible. Cela est possible grace a la dégradation ciblée des protéines,
aussi bien nucléaires que cytoplasmiques, par un complexe enzymatique, le protéasome 26S.
Le protéasome 26S est un complexe multiprotéique formé d’un core catalytique, le
protéasome 20S, et de deux sous-unités regulatrices, la 11S et la 19S. Avant que les protéines
ne soient envoyees au protéasome, elles vont devoir étre ubiquitinylées afin d’étre reconnues
et dégradées par ce complexe. L’ubiquitinylation des protéines est I’action successive d’une
série de 3 enzymes : E1, I’enzyme activatrice, E2, I’enzyme de conjugaison et E3, 1’ubiquitine
ligase. L’ubiquitine est une protéine composée de 73 acides aminés qui se lie de fagon

covalente sur les résidus lysines des protéines (Herrmann et al., 2007).

Les protéines régulatrices du cycle cellulaire sont ubiquitinylées par 2 complexes
ubiquitine ligase majeurs : Le complexe SCF (Skpl, cdc53p/cullin et F-box protein) et le
complexe APC/C (anaphase promoting complex/Cyclosome).
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Figure 6. Cibles majeures des complexes SCF et APC/C au cours du cycle cellulaire
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Pour chacun des complexes SCF et APC/C, la reconnaissance spécifique de leurs
cibles est portée par des substrats variables essentiels: 3 protéines F-Box possibles pour le
complexe SCF, SKP2 (S-phase kinase-associated protein), FBW?7 (F-box and WD-40 domain
protein 7) et B-TRCP (f-transducin repeat-containing protein), et 2 activateurs pour le
complexe APC/C, CDC20 et CDH1.

Le complexe SCF intervient de la phase G1 jusqu’a la mitose sur des protéines contenant un
domaine F-Box. Le complexe SCF agit sur de nombreuses cibles dont p21CIP1, p27KIP1,
p57KIP2, WEEL, la cycline D et la cycline E, permettant la progression des cellules
respectivement dans les phases G1 et G2/S (Spruck & Strohmaier, 2002) (Figure 6). Les
cyclines G1 sont donc reconnues par la protéine F-box du complexe SCF grace a leur
domaine F-box, leur séquence PEST (81.2.2) servant a leur ubiquitinylation par ce complexe.

Une fois ubiquitinylées, elles seront dégradees vers le protéasome.

Le complexe APC/C va ensuite étre actif de la mitose jusqu’a la phase G1 et reconnait
principalement les protéines mitotiques. Contrairement au complexe SCF, I’APC/C reconnait
une séquence spécifique contenue dans les boites de destruction situées a 1’extrémité N-
terminale des protéines cibles, la D-box (motif oligopeptidique RxxL) ou la KEN-box (K :
lysine ; E: glutamate ; N: aspartate) (81.2.2). Ces principales cibles sont les cyclines
mitotiques dont la dégradation est requise pour initier la sortie de mitose (Peters JM, 2002)
(Figure 6).

1.3 Systemes de régulation du cycle cellulaire

Chaque progression dans le cycle cellulaire est un nouvel enjeu pour la cellule afin
qu’elle transmette son matériel génétique le plus fidélement possible. Les différentes phases
du cycle cellulaire se succedent toujours dans le méme ordre et une cellule est autorisée a
passer a I’étape suivante si et seulement si 1’étape précédente s’est déroulée et achevée

correctement.

Pour pallier aux éventuelles anomalies, la cellule a mis en place un systeme de
contréle. Ce systeme comprend plusieurs points de contréle, appelés aussi checkpoints, placés

a différentes étapes du cycle cellulaire.
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Deux types de points de contrble existent : les DNA damage checkpoint ou DNA
response checkpoint relatifs aux dommages a I’ADN et le checkpoint du fuseau (SAC ou
Spindle Assembly Checkpoint) contrélant la ségrégation des chromosomes. Les événements
essentiels du cycle cellulaire, la réplication de I’ADN et la ségrégation des chromosomes, sont
ainsi rigoureusement surveillés. En cas d’anomalies, ces points de contrdles sont activés et ont
pour objectif de ralentir ou de bloquer la progression du cycle cellulaire. Des mécanismes de
réparation ou de mort cellulaire lors de lésions irréparables sont alors induits (Kastan &
Bartek, 2004).

1.3.1 Les DNA response checkpoint

Les DNA response checkpoint vont controler la qualité de I’ADN avant, pendant et
aprés sa réplication pour assurer la transmission d’un génome correct aux générations
suivantes. Les Iésions causées a ’ADN peuvent étre d’origine endogéne (métabolisme
oxydatif, défauts de réplication) ou exogéne (agents physiques et/ou chimiques). Des
protéines dites senseurs vont étre capables de détecter I’ADN endommagé et se mettra alors

en place un réseau de type médiateurs, transducteurs et effecteurs (Figures 7, 8 et 9).

Les senseurs sont le complexe MRN (Mrel, Rad50, Nbsl), spécifique des cassures doubles
brins de I’ADN car s’y lient directement les complexes 9-1-1 (Rad9-Rad1-Husl) et RFC like
(Replication Factor C-like) qui ne sont, quant a eux, pas spécifiques de la nature du dommage
a ’ADN. Une fois les complexes mis en place, les kinases ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related), appartenant a la famille PIKK
(Phosphoinositide 3-kinase-related kinase) vont étre rapidement recrutées.

Les protéines ATM et ATR vont ensuite activer par phosphorylation des médiateurs tels que
BRCAL et MDC1. Ces médiateurs sont essentiels pour I’amplification et a la modulation de
I’activité d’ATM et d’ATR ainsi que pour I’interaction avec leurs substrats. Les kinases ATM
et ATR sont aussi capables de phosphoryler, respectivement, Chk2 et Chkl qui sont des
kinases transductrices du signal. L’axe senseurs/transducteurs enclenché lors des checkpoints
refléte le type de dommage a I’ADN. Par contre, les effecteurs et leurs cibles finales different

selon la phase du cycle cellulaire (Figures 7, 8 et 9).
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1.3.1.1 Point de contréle G1/S

Le point de contrdle situé a la transition G1/S vérifie I’état de I’ADN afin d’empécher
la cellule d’entrer en phase S avec un ADN endommagé, de fagon a maintenir 1’intégrit¢ du

génome lors de la réplication de I’ADN.

Le suppresseur de tumeur p53 et I’inhibiteur de CDKs p21CIP1 sont les protéines clés dans
I’arrét des cellules a la transition G1/S. P53, surnommée la gardienne du génome, est connue
pour étre faiblement exprimée dans les cellules normales, en absence de stress. En condition
normale, p53 connait un turnover trés rapide dii a sa séquestration par 1’ubiquitine ligase
Mdm2 (Murine Double Minute 2 oncogene). Mdm2 permet son ubiquitinylation, favorisant

ainsi sa dégradation par le protéasome 26S (Michael & Oren, 2001 ; Xirodimas et al., 2003).

Lors de dommage a I’ADN, p53 est au contraire stabilisée par phosphorylation directe de
Chkl, Chk2, ATR et d’ATM ou par la phosphorylation de son régulateur négatif Mdm2,
empéchant ainsi sa dégradation (Rodier et al., 2007). La protéine p53 est alors accumulée
dans le noyau ou elle va stimuler I’expression de ses genes cibles comme p21CIPL.
L’accumulation de p21 entraine I’inhibition du complexe Cycline E/CDK2. Les cellules sont
alors stoppées dans leur progression en phase G1. L’arrét en G1 facilite la réparation de
I’ADN et dans le cas de 1ésions irréparables, des protéines pro-apoptotiques comme Bax et
Fas sont exprimées suite a 1’induction de leur géne par p53, entrainant la mort cellulaire

(Kastan & Bartek, 2004) (Figure 7).

P53 est amplement régulée par les MPTs non seulement par l'ubiquitinylation et la
phosphorylation, comme nous venons de le voir mais aussi par la O-GIcNAcylation, décrit au
cours du §3.5.2 (Figure 26) dans la 2°™ partie de I’introduction (Yang et al., 2006). De plus,
sa régulation est importante puisque dans plus de 50 % des tumeurs p53 est retrouvee
inactivée (Vogelstein, 2000), ce qui explique le développement de nombreuses thérapies anti-
cancereuses qui ciblent p53.
(http://www.cancer.gov/clinicaltrials/search/view?cdrid=643716&version=HealthProfessional &
protocolsearchid=10937897).

Dés la détection des dommages a I’ADN, lors de ce checkpoint, une autre voie de
signalisation indépendante de p53 est mise en place plus rapidement. Les transducteurs Chk1l
et Chk2 sont capables de phosphoryler directement Cdc25, conduisant a sa dégradation. La
phosphatase Cdc25 n’étant plus présente, le complexe Cycline E/CDK2 utile a la progression

des cellules en G1/S ne peut plus étre activé (Kastan & bartek, 2004) (Figure 7).
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1.3.1.2 Point de contrdle en phase S

Ce point de controle est enclenché si I’ADN est endommagé suite a des stress d'origine
chimique (agents de I'environnement) ou physique (radiations ionisantes), ou lorsque la

réplication ne se déroule pas correctement.

Il aboutit & un ralentissement réversible et transitoire de la phase S. L’axe ATM/ATR-
Chk1/chk2-Cdc25A-Cycline E/CDK2, décrit ci-dessus, participe aussi a ce checkpoint (Lukas
et al., 2004). Cette cascade coopére avec une autre voie impliquant, entre autres, les protéines
Nbsl, BRCA1 et SMCI, cibles d’ATM. Ces protéines sont impliquées dans la signalisation
de ce checkpoint mais aussi directement dans le processus de réparation d’ADN (Sancar et
al., 2004) (Figure 8).

1.3.1.3 Point de contréle G2/M

La cible principale du point de contrdle G2/M est le complexe Cycline B/CDKL1.
Comme pour le point de contrle G1/S, les cascades ATM/ATR-Chk1-Chk2 sont activeées.
Leur activation aboutit a la séquestration cytoplasmique par la protéine 14-3-3 des
phosphatases Cdc25B/C qui activent normalement la CDK1 a la transition G2/M (Sancar et
al., 2004). Les phosphorylations inhibitrices sur les Thrl4 et Tyrl5 du complexe Cycline
B/Cdk1l sont maintenues et assurées par Weel qui est activée par Chk1/2. Les cellules ne
peuvent donc plus progresser entre la phase G2 et M du cycle cellulaire (Lukas et al., 2004 ;
Sancar et al., 2004) (Figure 9).

1.3.2 Le Spindle Assembly Checkpoint (SAC)

La progression du cycle cellulaire peut s’interrompre une derniére fois entre la
métaphase et I’anaphase de la mitose. Ce dernier point de contrdle assure la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose en surveillant que leur attachement au fuseau mitotique est
correct. Les principales cibles de ce checkpoint sont le complexe APC/C, la sécurine et la
Cycline B (Figure 10). Lors d’un probléme détecté dans I’attachement des chromosomes, le
mitotic checkpoint complex (MCC) est activé et permet I’inhibition de I’APC/C. Le MCC est
formé par les protéines MAD2, BUBR1/Mad3 et BUB3 (Musacchio et al., 2007). Ces
protéines sont concentrées au niveau des Kkinétochores permettant de générer le signal
inhibiteur dés qu’un probléme est détecté. Pour cela, le MCC est capable de séquestrer la
protéine Cdc20, cofacteur du complexe APC/C afin de I’inhiber (Sudakin et al., 2001).
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L’APC/C inactivé ne peut plus ubiquitinyler ses cibles comme la cycline B,
empéchant sa dégradation par le protéasome. Le partenaire de la cycline B, la CDK1 n’est
donc pas inactivée, évenement indispensable a la sortie de mitose (Peters JM, 2006). Le SAC
prolonge la métaphase en inhibant aussi la sécurine, un inhibiteur de la séparase. La séparase
est une enzyme protéolytique de la famille des caspases. Elle permet la séparation les
chromatides sceurs lors de I’anaphase en clivant les complexes cohésines, événement essentiel

a la ségrégation des chromosomes (Musacchio et al., 2007).
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Cette premicre partie introductive permet d’avoir une vue d’ensemble du cycle
cellulaire, ainsi que des acteurs et des systemes de régulation impliqués dans sa progression.
Le travail de ma theése s’est focalisé sur une étape particuliére du cycle, la transition G1/S. La
2tme partie de I’introduction sera donc consacrée aux éveénements nécessaires pour la

progression des étapes precoces du cycle cellulaire.

I1. De la quiescence a ’entrée en phase S

2.1 La quiescence

Les cellules quiescentes ou en phase GO (G=Gap pour intervalle) sont caractérisees par
une absence de prolifération. Elles présentent une croissance et un niveau de synthese réduits
bien que leur métabolisme soit actif. Certaines cellules de notre corps resteront jusqu’a leur
mort dans cet état de dormance alors que d’autres en condition extracellulaire favorable
s’engageront dans le cycle cellulaire (Cooper GM, 2000). In vitro, il est bien établi que des
cellules en culture privées de sérum deviennent quiescentes et peuvent ainsi étre

synchronisées en phase GO (Blomen & Boonstra, 2007).
2.2 L’entrée dans le cycle cellulaire

L’entrée dans le cycle cellulaire est controlée par I’intermédiaire de facteurs mitogenes
présents dans 1’environnement extracellulaire. Ils sont essentiels a 2 niveaux du cycle
cellulaire, lors de la transition GO/G1 et au cours de la progression des cellules en phase GL1.
Tant que ces stimuli extracellulaires comme les facteurs de croissance et/ou hormones sont
présents dans I’environnement, la cellule continuera de proliférer. Les cellules sont capables
de détecter ces signaux grace a une grande variété de récepteurs transmembranaires présents a
la surface cellulaire. Ces facteurs mitogénes vont activer spécifiquement les récepteurs a
activité tyrosine Kkinase ou couplés aux protéines G. L’activation de ces récepteurs va
permettre la transduction du signal au sein de la cellule grace a un réseau de voies de

signalisation indiquant a la cellule de proliférer (Meijer L, 2003).
2.2.1 La transduction du signal

La premiere étape de la transduction du signal est la liaison spécifique entre les

récepteurs et leurs ligands.
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Dans le cas d’une stimulation de récepteur a activité tyrosine kinase (RTK), la liaison de leur
ligand entraine une dimérisation du RTK et son autophosphorylation sur certains résidus
tyrosine de sa partie C-terminale. Ces résidus tyrosine phosphorylés deviennent des points
d’ancrage pour des protéines a domaines SH2 (Src homology region 2) ou PTB
(phosphotyrosine binding). Une fois le récepteur activé et phosphorylé, diverses protéines
adaptatrices (SHC (SH2 containing protein), IRS, Grb2) sont recrutées, initiant I’activation de
nombreuses voies de signalisation notamment les voies Raf/MEK/ERK et PI3K/AKT. Ces
cascades de phosphorylations ainsi activées induisent 1’expression de genes précoces

nécessaires a I’entrée des cellules quiescentes dans le cycle cellulaire (Figure 11).

Les récepteurs couplés aux protéines G sont capables de déclencher les mémes voies de
signalisation que celles activées par les RTK. Les ligands des RCPG induisent un changement
de conformation tridimensionnelle leur permettant de se lier aux protéines G trimériques. Ces
protéines G, placées en amont des voies de signalisation, participent a la régulation de
I’expression de nombreux génes impliqués dans la progression des cellules en phase Gl

(Roux & Blenis, 2004).
2.2.2 La voie Raf/MEK/ERK

Suite a I’activation de récepteur, Ras est activée par le facteur d’échange GDT/GTP,
SOS (Son of Sevenless). La premiére MAP-kinase kinase kinase, Raf, est activée au niveau de
la membrane plasmique a la suite de sa liaison avec Ras active, liée au GTP (Rubinfeld &
Seger, 2005). Raf activée phosphoryle ensuite spécifiguement les MAP-kinase kinase, MEK
1 et MEK 2 (Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase) sur leurs résidus sérine et
thréonine situés dans leur domaine catalytique (Mc Cubrey et al., 2007). MEKSs activées
phosphorylent a leur tour les protéines ERK 1 et ERK 2 (Extracellular-signal-regulated-
kinase) conduisant a leur activation. Une fois activées, ERK1/2, principalement localisées
dans le cytoplasme, vont s’accumuler dans le noyau ou elles vont phosphoryler et réguler de
nombreuses cibles, comme les kinases p90RSK, ou encore des facteurs de transcription tels
que Elk-1, CREB (cyclic AMP response element binding protein), Ets-2, c-Myc et c-Fos
(Zhao et al., 1996 ; Mc Cubrey et al., 2007) (Figure 12). Ces facteurs de transcription vont
stimuler I’expression de geénes précoces et tardifs intervenant dans le contrdle du cycle
cellulaire. Les principales cibles sont les génes de la cycline D et CDK4, néecessaires a la
progression du cycle cellulaire en G1 (Mc Cubrey et al., 2007) (Figure 12).
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Les kinases p90RSK, découvertes comme les premiers substrats de ERK, sont au
nombre de 4 dans les cellules de mammiferes, RSK1-4 (Zhao et al., 1996 ; Carriere et al.,
2008). Elles interviennent dans divers processus biologiques tels que le cycle cellulaire, la
survie cellulaire ou encore la synthese protéique. Comme ERK, les protéines RSK sont
capables d’interagir et/ou de phosphoryler les facteurs de transcription, c-Fos et CREB (Xing
et al.,1996). Elles contrdlent la progression du cycle cellulaire en inhibant la GSK3R et
p27kipl par phosphorylation (Sutherland et al., 1993). La GSK3R inactivée ne peut plus
phosphoryler la cycline D, inhibant son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome.
La phosphorylation de p27kipl empéche I’inhibition du complexe Cycline E/CDK2 (Anjum
& Blenis, 2008) (Figure 12).

2.2.3 La voie PI3K/AKT

En coopération avec I’activation de la voie MAPK, les récepteurs activés par les
stimuli mitogénes vont aussi aboutir a I’activation d’une seconde voie de signalisation : la
voie PISK/AKT (Figure 13).

La PI3k est un hétérodimere constitué d'une sous-unité catalytique de 110kDa et d'une sous-
unité régulatrice de 85kDa, et peut étre activée de différentes fagons :

- En se liant directement avec le RTK activé via les domaines SH2 de sa sous-unité
régulatrice (p85) recrutant ainsi la sous-unité catalytrice (p110) a la membrane plasmique
(Carpenter & Cantley, 1996).

- Par son association avec la protéine adaptatrice IRS recrutée au niveau du récepteur activé.
Une fois activée, la PI3K va convertir les PIP2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) en
PIP3 (phosphatidylinositol 3, 4, 5 phosphate), conduisant au recrutement de protéines kinases
possédant un domaine PH (pleckstrin homology domain), la PDK1 (phosphoinositol
dependent kinase-1) et AKT (Yang et al., 2002). AKT est alors phosphorylée sur les résidus
T308 par la PDK1 et S473 par une kinase non-identifiée (McCubrey et al., 2009)

- Par son interaction avec la protéine Ras activée (Castellano & Downward, 2011) (Figure
13).

En I’absence de signal, la phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin homolog) joue
le role inverse des PI3K, empéchant I’activation d’AKT. AKT activée régule de nombreux
processus biologiques tels que la prolifération cellulaire, la survie cellulaire et la croissance
cellulaire en agissant sur un nombre important de cibles. La voie PI3BK/AKT est intensément

régulée
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par la phosphorylation mais aussi par la O-GIcNAcylation comme nous le verrons dans le
§3.5.4 de la 2°™ partie de I’introduction (Yang et al., 2008) (Figure 13). AKT joue un rdle
important dans la prolifération puisqu’elle permet la stabilisation de la cycline D en
empéchant sa dégradation. AKT phosphoryle la GSK3[ provogquant son inhibition. La GSK3R
inhibée ne peut induire la phosphorylation de la cycline D, qui constitue un signal de
dégradation. La cycline D peut alors s’accumuler dans la cellule et remplir son réle (Diehl et
al., 1998). AKT permet aussi indirectement 1’activation du complexe cycline D/CDK4-6 en
affectant négativement 1’expression des CKI tels que p21CIP1 et p27Kipl (Chang et al.,

2003) (Figure 13).

Les voies Raf/MAPK/ERK et PI3BK/AKT integrent et relayent donc le signal percu par
les différents récepteurs conduisant notamment a la synthése et a la stabilisation de protéines
régulatrices du cycle cellulaire telles que la cycline D, aboutissant a la formation et
’activation du complexe Cycline D/CDK4-6, indispensable a la progression des cellules en
phase G1.

2.3 La progression en phase G1

Lors de la phase G1 qui est une phase de croissance et de préparation a la réplication
de I’ADN, de nombreuses protéines intervenant dans la machinerie de la transcription et de la

traduction vont étre activées et/ou synthétisées.
2.3.1 La synthese protéique

La croissance cellulaire de la progression en phase G1 traduisant une synthese
protéique accrue est assurée par la protéine mTOR (target of rapamycin). mTOR (aussi
appelée FRAP1) est un membre de la famille PIKK (Phosphoinositide 3-kinase-related

kinase), kinases tres conserveées de la levure a I’'Homme (Ma & Blenis, 2009).

La protéine mTOR activée en réponse aux facteurs de croissances ou acides aminés va réguler
la synthese protéique en agissant sur 2 cibles principales, S6K1 et 4E-bpl via sa protéine
associee RAPTOR (Regulatory Associated Protein of mTOR) qui recrute les substrats de
MTOR. mTOR est activée principalement par la voie PI3K/AKT via PDK1, mais peut aussi
1’étre par la voie Raf/MEK/ERK via les p90RSK (Anjum & Blenis, 2009) (Figure 14). Le

37
© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Ludivine Drougat, Lille 1, 2012

Cellules normales

(_ Glucose )

Stimuli
mitogénes l,

A
/’
, s Glc
’
L Ve Hexokinase @
-7 Glc-6-P b
R vl
CAKT) € -~ Fru6.p ===, Voiedebiosynthése
~ t===*  deshexosamines °©CT|[|0GA

T ~> PFK o)

@ Fru-1,6-biP | Glycolyse %{J
Cycline D) 3
Gund 0
N

LDH-A
Lactate <~
Cellules cancéreuses
Stimuli ; ; g E
mitogénes ‘1’
W=t 070 UU U L -2’
- 7’
- /

< 4 Glc

h2
EG”JQ ,/ /7 %‘
| P 7 -~ Glc-6-P
z
i * @ < S o Frul-6-P Voie de biosynthése
1 ~ x5 des hexosamines 0GA
ru-1,6-biP -m e
hewy  a” —
~ &

\
o Pyruvate

Figure 15. Importance du métabolisme cellulaire lors de la progression en G1

http://doc.univ-lille1.fr

© 2013 Tous droits réservés.



Thése de Ludivine Drougat, Lille 1, 2012

facteur 4E-bpl inhibe le facteur d’initiation de la traduction, elF4E. En 1’absence de
stimulation, elF4E est séquestré par 4E-bpl. Leur dissociation est favorisée suite a la
phosphorylation de 4E-bpl par mTOR. Le facteur elFAE va alors se lier spécifiguement aux
coiffes des ARNm (Schmelzle & Hall, 2000). La libération d’elF4E, sous-unité du complexe
elF4F, permet I’assemblage du complexe d’initiation de la traduction (Gingras et al., 1999)
(Figure 14). S6K1 et S6K2, effecteurs de mTOR mais aussi de la PDK1, sont des membres
de la famille p70RSK (Shahbazian et al., 2006). S6K1/2 activées vont phosphoryler la
protéine rp6S (ribosomal protein S6), un composant du ribosome 40S, et le facteur elF4B
(Magnuson et al., 2012 ; Raught et al., 2004). Les S6K ainsi que les p90RSK peuvent
phosphoryler elF4B. Une fois phosphorylé et activé, celui-ci stimule I’activité ARN hélicase
du facteur elFAE et permet le recrutement de la sous-unité ribosomale 40/43S (Raught et al,
2001 ; Shahbazian et al., 2006). Ces différents facteurs recrutés au niveau de la coiffe de
I’ARNm forment le complexe de pré-initiation de la traduction 48S. La sous-unité ribosomale
60S, d’autres facteurs d’initiation et d’¢longation vont étre ensuite recrutés afin d’assurer la

traduction des protéines nécessaires a la phase G1 (Figure 14).
2.3.2 Le métabolisme cellulaire

La synthese protéique accrue qui se produit lors de la phase G1 ainsi que celles des
lipides, des carbohydrates et des nucléotides, requis pour la progression des cellules dans le
cycle cellulaire, nécessite des apports énergétiques plus importants par rapport aux cellules
quiescentes. Ces sources d'énergie provenant des nutriments extracellulaires, comme le
glucose, vont étre transformées par la cellule en molécules énergétiques et en précurseurs
métaboliques lors des réactions du métabolisme cellulaire. Les diverses voies métaboliques
sont finement ajustées, leur dérégulation est d’ailleurs associée a la cancérogenése (Figure
15).

En effet, I'une des caractéristiques biochimiques des cellules cancéreuses est I'effet Warburg
(encore appelé glycolyse aérobie) qui se traduit par une consommation excessive de glucose
dans les cellules cancéreuses comparées aux cellules normales, entrainant une surproduction
des intermédiaires métaboliques et du lactate (Figure 15). Il est donc indispensable que le
métabolisme du glucose soit finement ajusté dans les cellules en prolifération. La voie
PIBK/AKT et le facteur de transcription c-Myc sont 2 intermédiaires importants entre le

métabolisme du glucose et la prolifération cellulaire.
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Comme nous I'a vu dans le paragraphe précédent, la stimulation d'AKT entraine une
stabilisation de la cycline D. AKT est aussi capable de réguler différents composants de la
voie de la glycolyse. Il augmente notamment I'expression des transporteurs du glucose a la
surface de la cellule (Edinger & Thompson, 2002) et régule positivement des enzymes de la
glycolyse comme I'hexokinase et la phosphofructokinase (PFK) (Gottlob et al., 2001 ; Plas et
al., 2001). L’augmentation de la PFK provoque une surproduction du fructose-1,6-
biphosphate, reflétant directement une activité métabolique élevée (Kandel & Hay, 1999). 1l a
aussi été montré que la surexpression de PFK entrainait une augmentation de la Cycline D
(Yalcin et al., 2009) (Figure 15). AKT relie donc directement le métabolisme glucidique a la

prolifération cellulaire.

Il en est de méme pour le proto-oncogeéne c-Myc. c-Myc, absent dans les cellules quiescentes,
est rapidement induit suite a la stimulation de facteurs mitogenes et est essentielle a la
régulation du cycle cellulaire. Sa surexpression perturbe la progression des cellules dans le
cycle mais entraine aussi des altérations dans le métabolisme du glucose. En effet, c-Myc
contréle directement la prolifération cellulaire en activant la transcription de génes importants
pour la progression des cellules dans le cycle cellulaire tels que la Cycline D (Figure 13) mais
aussi celle de génes impliqués dans la glycolyse comme les transporteurs de glucose (GLUT1
et 4), la lactate deshydrogénase (LDH-A), enzyme responsable de la conversion du pyruvate
en lactate (Gordan et al., 2007 ; Osthus et al., 2000) (Figure 15).

Ces données reliant le métabolisme du glucose et la prolifération cellulaire ne sont pas
exhaustives mais permettent de mettre en évidence le lien étroit entre ces 2 processus
cellulaires dont une régulation mutuelle est indispensable au contrle de la physiologie

cellulaire.

Une autre voie métabolique alimentée par le glucose est la voie de biosynthese des
hexosamines. 2 a 5% du glucose entrant dans la cellule sont en effet orientés vers cette voie
produisant in fine le nucléotide-sucre UDP-GIcNAc (Figure 15). L'UDP-GIcNAC est le
donneur de GIcNACc utilisé par différentes glycosyltransférases dont la O-GIcNAc transférase
ou OGT qui est I'enzyme responsable de la O-GIcNAcylation des protéines. Comme nous le
verrons dans la suite de D’introduction, la O-GIcNAcylation permet aussi de relier le
métabolisme du glucose a la régulation des protéines clés du cycle cellulaire, dont AKT et c-
Myc, et il est connu depuis peu qu’une dérégulation de la O-GIcNAcylation dans les cellules

cancéreuses participerait au développement du cancer.
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2.3.4 Le point de restriction

Au cours de la phase G1, le point de restriction est un point de contréle permettant de
distinguer deux sous-populations de cellules. Avant le passage du point de restriction, la
progression des cellules en phase G1 peut encore étre interrompue dans des conditions
limitantes de croissance. Les cellules ne peuvent franchir ce point de restriction que
lorsqu’elles ont synthétisé une quantité suffisante et nécessaire de protéines indispensables a
la progression des cellules en phase G1. Une fois passe, il constitue un point de non-retour a
partir duquel les cellules sont engagées irréversiblement dans le cycle cellulaire,
indépendamment de la présence de facteurs mitogénes. Le cycle cellulaire ne pourra alors étre
arrété uniquement lors de problémes majeurs tels que des dommages a I’ADN (Cooper S,
2006). Le point R est gouverné par le complexe pRb/E2F et est strictement dépendant du
niveau de phosphorylation de pRb (Pardee et al., 2004 ; Zetterberg et al., 1995).

2.3.5 La voie pRb/E2F

La protéine du rétinoblastome pRb, est le produit d’un géne suppresseur de tumeur,
mutée dans de nombreux cancers (Classon & Harlow, 2002). pRb appartient a la famille Rb
qui comprend 2 autres membres, les protéines p107 et p130. Ces trois protéines possedent un
domaine conservé appelé le domaine ‘pocket’. Pour cette raison pRb, p130 et p107 sont
souvent appelées des pockets proteins. Ce domaine est suffisant pour leur interaction avec les
facteurs de transcription de la famille E2F. Cette association inhibe 1’activité
transcriptionnelle d’E2F. Parmi les 3 membres de la famille Rb, p130 a le niveau d’expression
le plus élevé dans les cellules quiescentes dans lesquelles elle se complexe avec la majorité

des membres de la famille E2F, E2F1-5, réprimant ainsi 1’expression de leurs génes cibles.

Le facteur E2F est séquestré par la proteine pRb et son activité transcriptionnelle est
directement contrdlée par le niveau de phosphorylation de pRb. La protéine pRb va tout
d’abord étre phosphorylée sur les sérines 807 et 811 par le complexe Cycline C/CDK3. Ces
phosphorylations sont essentielles a la sortie de quiescence des cellules (Ren & Rollins,
2004). Suite a la stimulation des voies de signalisation mitogénes, le complexe cycline
D/CDK4-6 va se former et étre activé. Une fois active, ce complexe va phosphoryler ses

substrats dont les membres de la famille Rb.
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En fin de G1, la protéine pRb sera phosphorylée sur de nombreux résidus par ce
complexe, permettant la libération partielle d’E2F (Schafer et al., 1998). E2F va pouvoir
commencer a jouer son rble de facteur de transcription en régulant I’expression de ses
protéines cibles telles que la Cycline E, impliquée dans la progression de la G1 tardive lors de
la transition G1/S. Le complexe Cycline E/CDK2 va alors pouvoir se former et étre activé. Il
va a son tour phosphoryler le complexe pRb/E2F, entrainant ainsi 1’hyperphosphorylation de
PRb et la libération compléte d’E2F et son cofacteur DP. Il est en effet impératif que les
facteurs de transcription E2F soient hétérodimérisés avec un des trois cofacteurs DP, capables
de se lier a ’ADN (Henley & Dick, 2012 ; Cobrinik D, 2005). Ainsi libéré, E2F va pouvoir
induire I’expression de nombreux génes cibles impliqués aussi bien dans la régulation du
cycle cellulaire (Cycline E et cdc25) que dans la réplication de ’ADN (MCM2-7 et cdc6)
(Braken et al., 2004 ; Muller & Helin, 2000) (Figure 16).

Une fois que les cellules ont franchi le point de restriction gouverné par le complexe
pRB/E2F, elles progressent dans le cycle cellulaire indépendamment de la présence de stimuli

mitogeénes dans I'environnement extracellulaire.
2.4 La transition G1/S

2.4.1 L’initiation de la réplication de TADN

La réplication de I’ADN est un processus complexe qui nécessite, dans un premier
temps, 1’assemblage ordonné et précis de plusieurs protéines aux origines de réplication.
L’assemblage des protéines ORC (origin recognition complex), cdc6 (cell division cycle
homolog 6), Cdtl (cdclO-dependent transcrit) et MCMs forme le complexe de pré-
réplication, initié a la transition M/G1 (Bell & Dutta, 2002) (Figure 17). Ce processus assure
I’initiation de la réplication de I’ADN qui ne doit avoir lieu que lors de la phase S et une seule
fois par cycle cellulaire. La réplication de I’ADN dans les cellules eucaryotes débute a
plusieurs origines de réplications (10°-10°) réparties dans tout le génome (Blow & Dutta,
2005). Cette partie détaille plus particulierement les données concernant les protéines MCMs
et seront remises en rapport avec les résultats obtenus lors de mes travaux de these dans la

discussion genérale.
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2.4.2 Mise en place du complexe de pré-réplication

Les origines de réplications sont reconnues par un complexe multiprotéique, I’ORC
qui est constitué de 6 sous-unites, Orcl-6. ORC joue un réle pivot dans I’initiation de la
réplication de I’ADN car il va servir de plateforme au recrutement des différents membres du
complexe de pré-réplication (Bell SP, 2002). En G1, ORC recrute la protéine Cdc6 qui
interagit plus particuliérement avec la sous-unité Orcl. Le recrutement de Cdc6 augmente la
spécificité d’interaction entre ORC et I’origine de réplication (Speck & Stillman, 2007). Cdc6
comme les sous-unités Orcl, 2 et 5 appartient a la famille des ATPases AAA+. Son activité
ATPase va servir au recrutement suivant, celui du facteur de transcription Cdtl (Semple et al.,
2006). Cdtl est nécessaire a la formation du complexe de pré-réplication (Maiorano et al.,
2000) et va coopérer avec ORC et Cdc6 pour faciliter le chargement du complexe MCM
hélicase (MiniChromosome Maintenance) aux origines de réplication. L’hydrolyse de I’ATP
par ORC et Cdc6 va étre nécessaire au recrutement de ce complexe formé de 6 protéines,
MCM2 a 7 (Randell et al., 2006).

Les protéines MCMs possédent aussi une activite ATPase indispensable a leur activité
hélicase pour ’initiation et I’élongation de la réplication de ’ADN (Mendez & Stillman,
2003). L'activité hélicase du complexe MCM serait portée par I'hétérotrimére MCM 4, 6 et 7
(Ishimi et al., 1997), alors que le sous-complexe MCM 2, 3, 5 formerait la sous-unité
régulatrice (Forsburg SL, 2004). Néanmoins, la présence des 6 sous-unités aux origines de
réplication est essentielle a I’initiation de la réplication (Schwacha & Bell, 2001). Deux
complexes MCM2-7 sont recrutés au niveau d’une méme origine de réplication mais dans une
orientation antiparalléle, expliquant en partie la progression bidirectionnelle des fourches de
réplication (Evrin et al., 2009).

L’association du complexe MCM2-7 a lieu en début de G1 ou I’activité¢ des CDK est encore
faible car elle inhibe la formation du complexe de pré-réplication (Noton & Diffley, 2000). La
liaison du complexe MCM2-7 a la chromatine marque I’étape finale de la formation du

complexe de pré-réplication (Figure 17).
2.4.3 Le role de la phosphorylation sur les protéines MCMs

La phosphorylation joue un role important dans l'interaction entre les différentes
protéines MCMs, dans leur liaison a I'ADN ou encore sur l'activité du complexe MCM lui-

méme.
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Par exemple, plusieurs sites de phosphorylation ont été localisés dans la partie N-terminale de
la MCMZ2, ciblés par différentes kinases telles que cdc7, CDK1 et CDK2 (Montagnoli et al.,
2005). La sérine 5 (et tres certainement sur les sérine 4 et 7) de la MCM2 est phosphorylée
par le complexe cdc7/Dbf4, favorisant sa liaison a la chromatine (Chuang et al., 2009). La
MCM3 est, quant a elle, phosphorylée sur la thréonine 722 par le complexe Cycline E/CDK2,
ce qui provoque une diminution de son affinité pour I'ADN (Li et al., 2011), alors que la
phosphorylation de la sérine 112 par le complexe Cycline B/CDK1 est essentielle pour son
association avec les autres MCMs (Lin et al., 2008).

La protéine MCM4 est aussi la cible des complexes Cycline E/CDK2 et Cycline B/CDKL.
Dans l'ovocyte de Xénope, la phosphorylation de MCM4 en phase M par la CDK1 inhibe
I'association du complexe MCM a la chromatine (Sato et al., 2000). Cela a été également
montré lorsque MCM4 est phosphorylée par CDK2 (Findeisen et al., 1999). In vitro, la
phosphorylation de MCM4 par le complexe Cycline E/CDK?2 inhibe aussi l'activité hélicase
du complexe MCM 4/6/7 (Ishimi et al., 2000). Six sites de phosphorylation sur des résidus
sérine et thréonine ont été identifiés dans la partie N-terminale de MCMA4. La mutation de ces
différents sites de phosphorylation leve la perte d'activité hélicase du complexe, suggérant que
la phosphorylation de tous ces sites est impliquee dans l'inactivation du complexe MCM 4/6/7
(Ishimi & Komamura-Kohno, 2001).

Contrairement a la phosphorylation des MCM 2, 3 et 4 dont on connait de mieux en
mieux le réle fonctionnel sur I’activité du complexe MCM2-7, trés peu de données sont
disponibles pour les MCM 5, 6 et 7, en particulier pour la MCM5. Des études globales du
phosphoprotéome ont identifiés de nombreux sites de phosphorylation sur la protéine MCM6
(Ser 13, 271, 413 ; Tyr 276 ; Ser 413, 568, 689, 699, 700, 704, 758, 762 ; Thr 791) mais leur
role fonctionnel n’est pas encore connu (Beausoleil et al., 2006 ; Dephoure et al., 2007 ;
Villen et al., 2007 ; Choudhary et al., 2009 ; Huttlin et al., 2010 ; Yu et al., 2011 ; Hsu et al.,
2011). De méme, 4 sites de phosphorylation ont été mis en évidence sur MCM7 (Ser 314,
321, 500 et 674) (Choudhary et al., 2009).

Ces différentes données montrent donc que les phosphorylations des MCMs sont
impliquées au niveau de plusieurs propriétes fonctionnelles de ces protéines et que leur étude
permet une meilleure compréhension de la régulation individuelle des protéines MCMs, mais

aussi de I'ensemble du complexe.

49
© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Ludivine Drougat, Lille 1, 2012

. G1

Complexede Pré-Initiation

Figure 18. Mise en place du complexe de pré-initiation

(Adapté de Aladjem MI, 2007 et d'Heller et al., 2011)

© 2013 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Ludivine Drougat, Lille 1, 2012

2.4.4 Formation du complexe d’initiation

Lorsque le complexe de pre-réplication est formé, les MCMs sont encore sous forme
inactive. Leur activation en phase S est associée au recrutement de plusieurs protéines telles
que MCM10, cdc45 et GINS (Go-Ichi-Ni-San signifie 5-1-2-3) et elle nécessite 1’activité des
DDK (Dbf4-dependent kinase) et des CDKs (llves et al., 2010) (Figure 18).

Cdc45 est une protéine essentielle pour 1’établissement et la progression de la fourche de
réplication. Ce cofacteur d’hélicase permet le recrutement de protéines indispensables dans la
réplication de I’ADN telles que la protéine RPA, les protéines SSB et les ADN polymérases
(Aparicio et al., 1999).Des que le complexe pré-RC est formé, Cdc45 est recrutée a la
chromatine par Cdtl, nécessitant 1’activité du complexe Cycline E/CDK2 et du complexe
Cdc7/Dbf4 (Ballabeni et al., 2009 ; Takiwasa et al., 2000 ; Zou & Stillman, 2000 ; Bell &
Dutta, 2002). La MCM10, non homologue aux MCM2-7, est aussi nécessaire pour le
chargement de cdc45 et la stabilisation du réplisome, complexe enzymatique nécessaire a la
réplication de I'ADN (lzumi et al., 2000). En plus de cdc45, le complexe GINS composé de 4
sous-unités, psfl, 2, 3 et sld5, participe a I’activation des MCMs et au chargement du
réplisome. GINS est également important pour le recrutement des polymérases et va bouger

avec la fourche de réplication (Gambus et al., 2006,).

Les MCMs associées a Cdc45 et au tétramere GINS forment le complexe CMG (Moyer et al.,
2006). Les nombreux facteurs s’associant aux MCMs ainsi que 1’activité des CDKs et DDKs
permettent de convertir le complexe de pré-réplication en complexe de pré-initiation (Figure
17). Les polymérases et leurs protéines accessoires sont alors recrutées et le démarrage de la
réplication de I’ADN peut avoir lieu. L’ADN de la cellule est répliqué lors de la phase S et &
la moindre anomalie, le checkpoint de la phase S se mettra en place.

A la fin de la phase S, la cellule qui était au depart diploide (2n) sera tétraploide (4n) et le

restera jusqu’a la mitose afin de donner naissance a 2 cellules filles diploides identiques.
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Comme nous venons de le voir, les événements moléculaires contrélant la progression
du cycle cellulaire sont directement dépendants des modifications post-traductionnelles
(MPTs), les plus courantes étant la phosphorylation, la méthylation, I'acétylation, la
sumoylation, l'ubiquitinylation ainsi que la glycosylation. La glycosylation, définie par la
liaison covalente d’un glycane sur une protéine, est I'une des MPT les plus abondantes. En
effet, 1 a 3% du génome des mammiferes code pour des protéines intervenant dans