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Résumé

Les protéines kinases dépendantes des cyclines, les CDKs, sont des régulateurs
cruciaux dans la coordination des événements du cycle cellulaire des eucaryotes. Le cycle
cellulaire dépend des oscillations de l'activité des CDKs. Cette activité est induite par des
mécanismes complexes comprenant la liaison de sous-unités régulatrices et des
phosphorylations au niveau de sites régulateurs positifs et négatifs en réponse a des
changements environnementaux.

De nombreux signaux environnementaux qui activent diverses voies de signalisation
dans la cellule induisent des changements morphologiques de la cellule et des modifications
du cycle cellulaire. Une carence en azote induit la différenciation pseudohyphale chez les
cellules diploides de S. cerevisiae. La température de 37°C et d’autres signaux, souvent liés
aux stress, induisent les développements hyphale et pseudohyphale chez C. albicans. Une
carence en glucose induit la croissance invasive chez les cellules haploides de S. cerevisiae.

Les cellules carencées en azote s’allongent et une petite fraction forme des filaments
qui pénétrent dans ’agar. Les bases moléculaires des changements de la morphologie
cellulaire et du cycle cellulaire en réponse a une carence en azote sont trés peu définies, en
partie parce que les conditions de croissance hétérogeénes des cellules carencées en milieu agar
solide ne sont pas maniables pour les analyses biochimiques. Dans ce travail, nous avons
utilisé des cultures en chémostats pour étudier le role des régulateurs du cycle cellulaire vis-a-
vis de la différenciation cellulaire en réponse a une carence en azote, en utilisant des
conditions de culture homogenes contrélées. Nous avons trouvé que les niveaux des cyclines
Clbl, CIb2 et Clb5 sont réduits en milieu carencé en azote en chémostat comparés aux
cultures en milieu riche. D’autre part le répresseur transcriptionnel Xbpl est fortement induit
dans ces conditions. En outre, la délétion de XBPI inhibe 1’¢longation cellulaire et la
croissance pseudohyphale en milieu carencé en azote. La délétion de CLB2 restaure
I’¢longation cellulaire et la filamentation du mutant Axbp/ en réponse a une carence en azote.
L’activation transcriptionnelle de XBPI et conséquemment la répression de I’expression des
genes CLB sont une réponse clé des cellules de S. cerevisae a une carence en azote.

Chez Candida albicans, les bases moléculaires de la régulation de la différenciation
filamenteuse en réponse a une température de 37°C sont inconnues. Nos résultats suggerent
que la température de 37°C réduit la phosphorylation activatrice de Cdc28 par Cakl, que nous
avons identifiée et classée dans une nouvelle famille de kinases spécifiques aux champignons.
La protéine Cakl constitue une cible pour des antifongiques contre le pathogéne humain C.
albicans.

Nous avons également isolé les phosphatases responsables de la déphosphorylation de
la thréonine activatrice de Cdc28, il s’agit de PTC2 et PTC3. Lors de cette recherche, nous
avons également mis en évidence une régulation de la croissance filamenteuse par les
protéines phosphatases Cdc14, Pph21, Pph22, Pph3, Ppz1, Ppz2 et Sit4.

Nous avons montré que des mutations dans GPI! et les facteurs de transcription PAF]
et CTRY sont colétales avec des mutations dans le géne CAK /. Ainsi une fonction importante
de Cakl1 serait de moduler I’expression du transcriptome en réponse aux stress.
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Introduction

Les protéines kinases dépendantes des cyclines, les CDKs, sont des régulateurs
cruciaux dans la coordination des événements du cycle cellulaire des eucaryotes (Morgan,
1996; Morgan et De Bondt, 1994; Nurse, 1990). Elles constituent I’horloge du cycle cellulaire
( Morgan, 1997). L'action transitoire de ces kinases a des stades spécifiques du cycle
cellulaire déclenche les principales transitions du cycle cellulaire. Chez les levures, ces
transitions sont sous le contrdle d'une seule CDK (Cdc28 chez S. cerevisiae) (Broek et al.,
1991). Dans les cellules humaines, le cycle cellulaire est gouverné par plusieurs CDKs
(notamment CDC2 et CDK2) (Dorée et Galas, 1994; Nigg, 1995). Elles sont étroitement
apparentées a Cdc28/Cdc2 avec environ 65% d'identité de séquence.

Le cycle cellulaire dépend des oscillations de l'activité des CDKs. Cette activité est
induite par des mécanismes complexes comprenant la liaison de sous-unités régulatrices et
des phosphorylations au niveau de sites régulateurs positifs et négatifs.

Cdc28 est une petite molécule d'environ 34 kD, elle contient le cceur catalytique
conservé chez toutes les protéines kinases des eucaryotes. Cdc28 est inactive sous forme
monomérique, 'activation nécessite la fixation d'une cycline (Jeffrey et al., 1995).

Les cellules tumorales sont typiquement endommagées au niveau de geénes qui
régulent directement le cycle cellulaire. Les cyclines D, partenaires de Cdk4 et Cdk6, agissent
en réponse aux facteurs de croissances. L'activité kinase dépendante de la cycline B gouverne
la phosphorylation de la protéine RB et la sortie de la phase G1 du cycle cellulaire. Des
altérations génétiques affectant la cycline D1 sont trés fréquentes dans les cancers humains ou
l'inactivation de cette voie est nécessaire pour le développement de la tumeur (Diehl et al.,
1997; Zindy et al., 1997).

L'activit¢ kinase du complexe CDK-cycline est également régulée par des
phosphorylations/déphosphorylations. La seule fixation des cyclines n'active pas totalement la
sous-unité catalytique CDK, la phosphorylation au niveau de résidu(s) localisés dans un
segment particulier dans le centre du domaine kinasique appelé "segment d'activation",
aboutit a I'activation maximale du complexe CDK-cycline.

La CAK phosphorylant Cdc2 et Cdk2 a été isolée chez le Xénope, 1'étoile de mer et les
mammiferes (Fesquet et al., 1993 ; Solomon et al., 1993 ; Poon et al., 1993; Darbon et al.,
1994; Wu et al., 1994). La sous-unité catalytique de cette kinase a ét¢ identifiée comme étant
MOIS5 et rebaptisée Cdk7 du fait qu'elle est associée a une cycline activatrice appelée Cycline
H (Labbe et al., 1994; Makela et al., 1994), et un facteur d'assemblage appelé¢ MATI1 (Devault
et al., 1995; Tassan et al., 1995; Yee et al., 1995).

Cakl, la kinase responsable de la phosphorylation activatrice sur la thréonine située au
niveau de la boucle T des CDKs chez S. cerevisiae, a été identifiée récemment (Thuret et al,.
1996; Espinoza et al., 1996; Kaldis et al., 1998). Des mutants cakl sont trés allongés et



déréprimés pour la différenciation filamenteuse. Les bases moléculaires des modifications du
cycle cellulaire au cours de la morphogenese filamenteuse sont inconnues.

Les souches sauvages de levures s’adaptent aux variations des conditions de
I’environnement pour survivre. La physiologie cellulaire de ces microorganismes est
facilement influencée par I’environnement. De nombreux signaux environnementaux qui
activent diverses voies de signalisation dans la cellule induisent des changements
morphologiques de la cellule et des modifications profondes du cycle cellulaire (Ahn et al.,
1999; Gancedo, 2001; Kron et Gow, 1995; Kron et al., 1994). Une carence en azote induit la
différenciation pseudohyphale chez les cellules diploides de S. cerevisiae (Gimeno et al.,
1992). La température de 37°C et d’autres signaux, souvent liés aux stress, induisent les
développements hyphale et pseudohyphale chez C. albicans (Ernst, 2000). Une carence en
glucose induit la croissance invasive chez les cellules haploides de S. cerevisiae (Cullen et
Sprague, 2000).

La différenciation filamenteuse consiste en une croissance cellulaire polarisée. La
division cellulaire unidirectionnelle est présente chez tous les organismes : elle a eu lieu par
exemple durant I'embryogenése chez C. elegans, la neurogenése chez la drosophile, le
développement des spores chez B. subtilis et de la tige chez les plantes (Madden et Snyder,
1998; Chant, 1999; Kron et Gow, 1995; Kron, 1997; Durbin et al., 1996).

La croissance polarisée du bourgeon commence au point Start du cycle cellulaire
lorsque Cdc28 est activée par Clnl et Cln2. Cette croissance est inhibée par 1’activité kinase
Cdc28-Clbl,2 (Nasmyth, 1993). Nos ¢études génétiques suggerent que la réduction de
I’activité kinase mitotique serait a I’origine de la croissance hyperpolarisée.

Nous avons utilis¢é un chémostat pour effectuer des analyses biochimiques de la
différenciation filamenteuse qui n’existaient pas auparavant. Nous avons découvert que le
facteur de transcription XBP/ est essentiel pour le développement filamenteux. L’inhibition
de la transcription des cyclines CLBI et CLB2 par Xbpl réduit I’activité kinase du complexe
Cdc28-Clb1/2 induisant ainsi un retard en G2 et une ¢élongation cellulaire caractéristiques de
la croissance filamenteuse. Ainsi la répression de I’expression des cyclines B par Xbpl
contribue aux modifications de la morphologie et du cycle cellulaire en réponse a une carence
en azote. Il est probable que Xbpl régule I’expression d’autres génes impliqués dans la
différenciation pseudohyphale (Miled, C., Mann, C., et Faye, G. (2001). Xbpl-mediated
repression of clb gene expression contributes to the modifications of yeast cell morphology
and cell cycle seen during nitrogen-limited growth. Mol Cell Biol 21, 3714-24).

En carence en glucose, la croissance invasive est déclenchée (Cullen et Sprague,
2000), I'expression des cyclines CLBI et CLB2 n’est pas modifiée. Nous avons montré que la
phosphorylation activatrice de Cdc28 est réduite. Ainsi la réduction de I’activité kinase
associée a Cdc28 est nécessaire pour coordonner la croissance cellulaire et le niveau de
nutriment disponible dans 1’habitat des cellules. Nous avons montré aussi que le niveau de
Cakl est fortement réduit en phase stationnaire. L’ensemble de nos résultats montre que
I’activité kinase associée a Cdc28 joue un rdle clé au cours des modifications du cycle
cellulaire et de la morphologie cellulaire en réponse a des changements environnementaux. La
réduction du niveau de phosphorylation de Cdc28T169 en réponse a une carence en glucose
est due soit a une inhibition de la CAK, soit a une activation des phosphatases
déphosphorylant la thréonine 169 de Cdc28. Nous avons isolé les phosphatases responsables
de la déphosphorylation de la thréonine activatrice de Cdc28, il s’agit de PTC2 et PTC3. Lors
de cette recherche, nous avons également mis en évidence une régulation de la croissance
filamenteuse par les protéines phosphatases Cdc14, Pph21, Pph22, Pph3, Ppzl, Ppz2 et Sit4.



Les voies de régulation de la différenciation filamenteuse sur lesquelles ces phosphatases
doivent agir restent a identifier (Un article sera soumis).

Nous avons également isolé les génes GALI1, GSH2, SSP1, SPA2 et SCO2, ou MRF1’
comme inducteurs et suppresseurs du phénotype hyper-filamenteux de la souche cakl-4,
respectivement.

La communauté scientifique considére que la phosphorylation activatrice des CDKs
par Cakl1 est constitutive (Harper et Elledge, 1998). Nous avons identifi¢ une nouvelle famille
de protéines kinases responsables de la phosphorylation activatrice des CDKs : la famille
CAKI. La protéine kinase Cdk7 associée a la cycline H posséde une activit¢ CAK chez
I’homme (Harper et Elledge, 1998). Nous avons montré que la coexpression de CDK7 et
cycline H complémente un mutant cakl/-4 a température restrictive alors que la seule
expression de CDK7 ne suffit pas pour remplacer la fonction de CAKI chez S. cerevisiae.
Ainsi Cdk7-cycline H possede une activit¢ CAK in vivo chez S. cerevisiae. Les résultats
suggerent tres fortement que la kinase CAK/ est spécifique aux champignons et ne présente
pas d’homologues évidents chez les eucaryotes supérieurs et il semblerait que Cdk7-cycline H
soit une véritable CAK in vivo chez les eucaryotes supérieurs, mais ceci n’exclut pas la
présence d’autres kinases ayant une activit¢ CAK et ne possédant pas de séquences similaires
aux membres de la famille CAK].

Cette famille semble étre spécifique aux champignons et ne présente pas d’homologue
chez I’homme. Candida albicans est un champignon pathogene trés répandu chez ’homme.
Malgré les thérapies disponibles, la mortalité due aux infections systémiques par C. albicans
est proche de 30 % (Gale et al., 1998). Les genes spécifiques aux champignons et qui
contribuent a la virulence et la pathogénicité sont trés recherchés. La protéine CaCakl
constitue une cible pour des antifongiques. La température de I’organisme humain est
nécessaire pour induire la filamentation chez C. albicans (Braun et Johnson, 1997; Riggle et
al., 1999; Sonneborn et al., 1999; Ernst, 2000). Les voies de signalisation cellulaires activées
par la température de 37°C sont inconnues. Nos résultats suggérent que la température de
I’hdte induise une réduction de la phosphorylation activatrice de CaCdc28. Nous avons
montré que des mutants thermosensibles de CaCAKI (que nous avons isolés) sont fortement
déréprimés pour la croissance pseudohyphale a température permissive chez C. albicans.
L’ensemble de nos résultats suggere fortement que la réduction de D’activité kinase de
Cak1/Cdc28, en réponse a la température de I’hdte, serait responsable de I’élongation
cellulaire et des modifications du cycle cellulaire au cours de la différenciation pseudohyphale
et hyphale chez C. albicans (Un article sera soumis).

Nous avons montré que GFP-Cakl1 est localisée dans le noyau et dans le cytoplasme in
vivo. Nous avons également montré que la lysine et la thréonine hautement conservées et
essentielles au processus catalytique dans la grande famille des protéines kinases, ne sont pas
essentielles a I’activité de ScCakl1 in vivo.

Nous avons mis en évidence des interactions génétiques entre le géne CAKI et les
genes GPI1, PAF1 et CTRY. Nos résultats suggerent fortement que Cak1 joue un rdle dans la
régulation de la machinerie de la transcription. Des expériences biochimiques sont en cours
pour savoir si la protéine Cakl interagit physiquement avec les facteurs Pafl, Ctr9 et Gpil. Il
est donc possible que Cakl coordonne I’avancement dans le cycle cellulaire et I’expression
génique (Un article sera soumis).



Finalement nous avons trouvé que la kinase JNK3 humaine supprime le défaut de croissance
du mutant cakl-4. Jnk3 est une MAPK de la famille JNK ou SAPK (stress-sctivated MAPK)
(Davis, 2000), JNK3 pourrait étre I’activité CAK trés recherchée chez les eucaryotes
supérieurs.

Les figures .11 (page 101) et V (page 168) résument la contribution de ces travaux
dans la compréhension des bases moléculaires de la régulation de la morphologie cellulaire et
des modifications du cycle cellulaire en réponse a des variations des signaux
environnementaux chez S. cerevisiae et C. albicans.






Partie I

Cycle cellulaire et le role clé des CDKSs




CHAPITRE 1

Régulation des CDKs par la CAK




1 Généralités

Tous les organismes vivants sont composés d'une ou plusieurs cellules. La naissance de
nouvelles cellules se produit uniquement par la division d'une cellule préexistante. Pour se
reproduire la cellule réplique ses chromosomes (support de 1'information génétique) durant la
phase S (Synthése d'ADN) et les répartit dans deux cellules filles durant la phase M (Mitose).

Ces deux phases sont séparées par deux intervalles, G2 et G1 (Gap).

La production de deux cellules filles viables et génétiquement identiques pose de
nombreux problémes. Les cellules doivent répliquer leurs chromosomes puis les répartir dans
les deux cellules filles. Ces deux activités doivent étre coordonnées dans le temps. Par
exemple une condensation prématurée des chromosomes empécherait la réplication totale du
matériel génétique : les cellules ne doivent donc pas entrer en mitose avant de terminer la
réplication de I'ADN. C'est un exemple du probléme d'achévement (completion) : certains
processus du cycle cellulaire doivent s'achever avant que d'autres ne commencent. Un autre
probléme que la cellule doit résoudre est le probléme de l'alternance : par exemple des
mécanismes assurent que chaque événement de réplication de ' ADN est suivi d'un événement
de ségrégation des chromosomes plutdt que d'un autre événement de réplication de 'ADN

(Figure 1.2).

Des séries d'expériences fondamentales ont permis de révéler la logique du cycle
cellulaire. La fusion de cellules en phase G1 de mammiféres avec des cellules en phase S
induit I'entrée en phase de synthése d'ADN des noyaux des cellules en G1. Ceci suggere la
présence dans le cytoplasme des cellules en phase S d'un certain nombre de facteurs qui
induisent la réplication de ' ADN des noyaux des cellules en phase G1. Par contre la fusion de
cellules en phase G2 avec des cellules en phase S n'induit pas la réplication de I'ADN des
noyaux en phase G2, ce qui démontre l'existence de mécanismes empéchant une réplication

supplémentaire (Johnson et Rothstein, 1970; Rao et Johnson, 1970).

La levure S. cerevisiae se divise par bourgeonnement, cette propriété rend plus facile
le suivi de la progression dans le cycle cellulaire de cellules vivantes : en fin de phase G1
(début d'un nouveau cycle) un petit bourgeon se forme, il grandit continuellement et la

derniere étape est la séparation d'avec la cellule mere.
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La formation du bourgeon a lieu juste apres Start, ce qui constitue un marqueur commode de
cet événement. Le rapport de taille entre cellule mere et bourgeon donne une estimation de la

position de la cellule méere dans le cycle cellulaire.

Chez S. cerevisiae, la mitose est du type « fermé » : la membrane nucléaire reste
intacte au cours de la division. Le contenu en ADN révele la position dans le cycle cellulaire,
il est mesuré par la technique de cytometrie de flux (FACS). Les cellules en G2 contiennent
deux fois plus d'’ADN que les cellules en G1 (les cellules en phase S contiennent une quantité
intermédiaire). Cette technique permet de savoir a quelle phase du cycle un mutant cdc est

arrété.

Un mutant cdc28ts bloque a température restrictive tous les événements en aval de
Start dans le cycle cellulaire. Les cellules continuent a croitre toutefois elles sont incapables
de bourgeonner, de dupliquer leur SPB ou de répliquer leur ADN. La capacité d'une seule
mutation de bloquer tous ces processus suggere que la protéine Cdc28 est une composante clé
de la machinerie du cycle cellulaire. Des mutants cdc28ts permettent de donner une définition
précise de Start : c'est le point dans le cycle cellulaire ou bourgeonnement, réplication de
I'ADN et duplication du SPB deviennent insensibles a la perte de la fonction CDC28. Dés que
les cellules ont passé ce point, elles sont obligatoirement engagées dans un nouveau cycle

(Hartwell, 1974).

La protéine Cdc28 appartient a la famille des CDKs conservée de la levure jusqu'a
I'homme. La protéine kinase Cdc28 n'est pas active sous forme monomérique, mais seulement
quand elle est associée a une cycline. Le complexe Cdc28-cycline B est appel¢ MPF
(Maturation Promoting Factor). Le MPF avait été isolé biochimiquement comme facteur
déclenchant la mitose chez le Xénope : le traitement des ceufs par un inhibiteur de la synthése
protéique arréte les cellules en interphase, par contre l'injection de MPF dans les ceufs arrétés
induit leur entrée en mitose, ce qui suggere que le role de la synthése protéique dans le cycle

cellulaire est limité a I'induction de 1'activation du MPF (Newport et Kirschner, 1984).

Hunt et al., ont découvert les cyclines et ont montré que la quantité de ces protéines
augmente durant l'interphase et décline brutalement a la fin de chaque mitose (Evans et al.,
1983). A partir de ces résultats on a construit un modele simple : la protéine Cdc28/Cdc2 est
exprimée constitutivement et c'est la destruction périodique des cyclines qui détermine

l'oscillation de l'activité du facteur MPF (Murray et Kirschner, 1989; Murray et al., 1989).
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Cependant la protéine kinase Cdc28 associée a une cycline n’est pas active, mais elle doit étre
phosphorylée sur une thréonine en position 169. Cette phosphorylation est réalisée par une

enzyme appelée CAK (Figure 1.1).

2 La CAK (CDK Activating Kinase)

2.1 La famille CAK-Cdk7

2.1.1 La sous-unité catalytique de la CAK-Cdk?7

La protéine Cdk2 humaine est une kinase trés proche de Cdc28 et joue un rdle
important lors de la transition G1/S chez les eucaryotes supérieurs. Elle présente un site
majeur phosphorylable au niveau de la Thr160. La substitution de cette thréonine par une
alanine abolit l'activité de la kinase. La thréonine 160 est conservée chez toutes les autres
CDKs. Le remplacement du résidu équivalent chez Cdc2 par un autre résidu non
phosphorylable donne aussi une kinase inactive a l'exception du remplacement par un
glutamate qui donne un mutant présentant une accumulation de complexes Cdc2-T161E-CIb2
en mitose. Ce résultat suggere que le glutamate mime une phosphorylation constitutive de
Thr161 et que ce résidu doit étre déphosphorylé pour sortir de la mitose (Fesquet et al., 1993).
La majorité¢ des CDKs connues ne sont actives que sous forme phosphorylée sur Thr160 ou le
résidu thréonine/sérine équivalent. L'enzyme responsable de la phosphorylation activatrice
des CDKs est donc une composante centrale du réseau régulateur du cycle cellulaire (Poon et

al., 1993).

Cdk2 et plusieurs autres CDKs ne sont pas capables de s’autophosphoryler, il existe
donc une kinase responsable de leur phosphorylation activatrice. On donne a cette activité
kinase le nom de CAK pour CDK Activating Kinase. Plusieurs équipes utilisant des

approches différentes et des organismes différents ont caractérisé cette kinase.

En se basant sur la capacité de la CAK d'activer Cdc2-cycline, Fesquet et al ont purifié
la CAK a partir de I'étoile de mer en partant d'un extrait cellulaire. La fraction hautement
purifiée phosphoryle Cdc2 uniquement sur la thréonine 160. La CAK peut utiliser Cdc2 ou
Cdk2 associées aux cyclines A ou B. La CAK de 1'étoile de mer présente une forte homologie
de séquence avec une protéine du Xénope appelée MO15 (Fesquet et al., 1993). A 1'origine
MOI15 a été isolée dans une recherche d'homologues de Cdc2. Hunt et al ont montré que

MO15 ne phosphoryle pas I'histone H1, un substrat de Cdc2. (Poon et al., 1993).
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2.1.2 La cycline associée a la CAK-Cdk7

L'équipe de Morgan a montré que 1'homologue de MO15 chez les mammiféres, Cdk7,
posséde un autre partenaire qui est une cycline appelée cycline H. La CAK est donc un
nouveau complexe CDK-cycline capable de phosphoryler un ensemble de complexes CDKs.
On montre que dans le cas de la kinase Cdc2, 'activation se passe en deux étapes, la fixation
de la cycline est suivie par la phosphorylation de la Thr161 par la CAK. On peut aussi
observer in vitro une interaction stable entre cycline B et Cdc2 en Il'absence de
phosphorylation (Desai et al., 1992), ainsi que la phosphorylation de Cdk2 monomérique
(Fisher et al., 1994), mais on ne connait pas la signification physiologique de ces réactions.
L'activité de la CAK semble étre constitutive au cours du cycle cellulaire : les variations du
niveau d’activité des CDKs semblent plutdt refléter le niveau de cycline disponible (Fisher et

al., 1995).

D'autres études ont montré que la CAK du Xénope, MO15, nécessite une translocation
dans le noyau aprés sa traduction pour acquérir une activité kinase. MO15 présente une
séquence signale de localisation nucléaire. Des mutations au niveau de cette séquence

abolissent la translocation de la CAK dans le noyau et suppriment son activité.

On a vu précédemment que MO15 a été découverte suite a une recherche d'homologie
avec les CDKs. Comme pour Cdc2, la phosphorylation de la Thr176 (équivalente a la
thréonine 160) est nécessaire a l'activité du complexe Cdk7-cycline H. Il ne s'agit pas d'une
autophosphorylation intramoléculaire car un mutant cdk7 incapable de fixer 'ATP est

toujours phosphorylable sur la thréonine 176 (Devault et al., 1995).
2.1.3 La CAK-Cdk7 contient un facteur d’assemblage : MAT1

Un troisiéme partenaire de la CAK a été isolé. 1l s'agit de la protéine MAT1 (Ménage
A Trois). Cette protéine est un nouveau membre de la famille des protéines a "RING finger"
caractérisées par le motif C3HC4 dans la moiti¢ N-terminale. On a pu montrer qu'on peut
obtenir des complexes hétérotrimériques de CAK a partir de I'expression des ARNm de
CDK7, cycline H et MAT1 dans des lysats de réticulocytes. Par contre on n'obtient pas de
complexes hétérodimériques Cdk7-cycline H a partir de lysat de réticulocyte programmés
uniquement avec des ARNm de Cdk7 et cycline H. Ces résultats suggerent que la protéine

MAT]I1 stabilise le complexe Cdk7-cycline H et qu'elle reste probablement fixée a ce
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complexe. La stabilisation des complexes CAK ne fait pas intervenir la phosphorylation de la
Thr176 car le mutant Cdk7Thr176Ala est engagé efficacement et comparablement a la
protéine Cdk7 sauvage dans un complexe ternaire. Les protéines MATI1 de 1'étoile de mer et
MATI1 du Xénope présentent des domaines "RING finger" identiques, mais on ne peut pas
stabiliser le complexe Cdk7-cycline H du Xénope par MATI1 de 1'étoile de mer, ce qui
suggere que MATI n'interagit pas avec Cdk7-cycline H par le domaine "RING finger" (ou
pas seulement) (Martinez et al., 1997).

L'homologue de MATI1 chez la souris est la protéine p36. On sait que p36 est un
facteur qui favorise l'assemblage de la Cdk7 et la cycline H et reste associée au complexe
aprés avoir induit un changement conformationnel du complexe CAK. Mais comment
expliquer qu'on ait pu reconstituer une CAK active avec seulement Cdk7 et cycline H? En
attendant la solution de ce paradoxe, on a découvert un autre mécanisme de 1'assemblage et de
l'activation de la CAK. Un complexe binaire Cdk7-cycline H ne peut étre formé que si la
Thr170 de la Cdk7 est phosphorylée. Ce mode de stabilisation de CDK-cycline a un précédent
: la phosphorylation activatrice de la thréonine de Cdc2 par la CAK est nécessaire pour
I'assemblage de Cdc2 et de la cycline A. Existe-t-il des conditions physiologiques dans
lesquelles la Thr170 ne peut pas étre phosphorylée in vivo et ou l'assemblage de la CAK
devient strictement dépendant de la p36? Une réponse définitive a cette question doit attendre
l'identification de la CAKAK ou CDK Activating Kinase Activating Kinase (I'enzyme qui
phosphoryle la CAK sur la thréonine 170) in vivo et 1'évaluation de son activité tout le long du
cycle cellulaire. Il semble que les complexes Cdc2 et Cdk2 aient -in vitro- une activité
CAKAK. Accomplissent-elles la méme fonction in vivo? Dans ce cas, l'activation des CDK
serait gouvernée par une boucle de rétrocontrole positif dans laquelle les cibles de la CAK, les
CDKs, sont aussi ses activateurs. Cependant, pour initier la boucle, la CAK active doit étre
formée en absence de CDK actives préexistantes. La présence de p36, en contournant I'étape
nécessaire de la phosphorylation, peut conférer une autonomie au complexe trimérique de la

CAK (Fisher et al., 1995).

La figure 1.3 présente trois voies possibles permettant d’attribuer un rdle

physiologique au complexe Cdk7-cycline H-MAT.
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2.1.4 Les homologues apparents de la CAK-Cdk7

Il existe un homologue de la CAK Cdk7/MO15 chez S. pombe : Crk1/Mopl. Le gene
CRK1 est essentiel. La protéine Crkl est associée a une cycline appelée Mcs2, elle est
homologue a la cycline H. Le complexe Crk1-Mcs2 possede une activité CAK in vitro du fait
qu'il phosphoryle Cdk2 sur la Thr160. D'autre part ce complexe phosphoryle un peptide
correspondant au domaine CTD de I'ARN polymérase (Buck et al., 1995). De plus, MO15

complémente un mutant ACrkl (Damagnez et al., 1995).

Il existe un homologue de Cdk7-MOI15 chez S. cerevisiae, Kin28. Comme
MO15/Cdk7, qui a été identifi¢ aussi comme composante du facteur de transcription TFIIH,
Kin28 appartient a TFIIH et est associée a une cycline, Ccll, homologue a la cycline H
(Valay et al., 1993; Valay et al., 1995; Valay et al., 1996). Kin28 est une protéine kinase de la
famille Cdc28/Cdc2. Quel est son role au niveau du facteur de transcription TFIIH? La plus
grosse sous-unité¢ de 'ARN polymérase II contient un domaine carboxy-terminal essentiel, le
CTD, impliqué dans la réponse aux facteurs de régulation lors de l'initiation de la
transcription. Le domaine CTD est phosphorylé in vivo et il est la cible de phosphorylation
par le facteur TFIIH in vitro (Serizawa et al., 1994). Le groupe de Kornberg a montré que,

chez la levure, cette fonction est assurée par la kinase Kin28-Ccll (Feaver et al., 1994).

Puisque Kin28 et la CAK des eucaryotes supérieurs accomplissent la méme fonction
CTD kinase et qu'elles présentent une bonne homologie de séquence, il était possible sinon
probable que Kin28 soit la CAK de levure. Cependant, dans un mutant kin28ts, le taux de
phosphorylation activatrice de Cdc28 au niveau de la thréonine 169 est inchangé a
température restrictive. De plus, I'immunoprécipitation de Kin28 dans un extrait brut de la
levure possédant une forte activité CAK ne précipite pas l'activité CAK, alors qu'elle précipite
l'activit¢ CTD-kinase. Finalement, in vitro Kin28 ne phosphoryle pas Cdc28, donc Kin28
apparait ne pas étre la CAK de la levure (Cismowski et al., 1995). Ainsi chez la levure, la
CTD-kinase et la CAK ne sont pas identiques, contrairement a Cdk7/MO1S5 qui integre les
deux fonctions. Comment expliquer cette divergence entre la levure et les eucaryotes
supérieurs ? Il est possible que chez les vertébrés la méme enzyme possede deux fonctions
différentes, tandis que S. cerevisiae a besoin de deux enzymes différentes pour accomplir

deux fonctions différentes (Cismowski et al., 1995; Nigg, 1996).
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2.1.5 Structure-fonction de la CAK-Cdk7

En absence de MAT]1, la phosphorylation de la boucle T est nécessaire pour la fixation
de la cycline H sur Cdk7. La phosphorylation des résidus S170 et T176 est nécessaire pour la
fixation de la cycline H sur Cdk7. En effet, dans un lysat de réticulocyte les complexes GST-
Cdk2-CycA et GST-Cdc2-CycB s’expriment et sont responsables des phosphorylations des
résidus S170 et T176 de Cdk7 en absence de la cycline H. Cette double phosphorylation
confere a Cdk7 le tiers de son activité CAK in vitro. Des résultats similaires ont été obtenus

en remplagant S170 et T176 par des D.

Le mutant Cdk7T176A n'interagit pas avec la cycline H dans un test double hybride
(Makela et al., 1994). En absence de MATI, la phosphorylation activatrice de la boucle T est
nécessaire pour la formation du complexe Cdk7-cycline H. La phosphorylation des résidus
S170 et T176 ne nécessite pas la fixation de la cycline H in vitro. La phosphorylation de la
S170 est suffisante pour que Cdk7 fixe la cycline H avec une faible affinité. Ainsi, la fixation
de la cycline H avec une forte affinité et l'activation complete de la CAK nécessite la

phosphorylation des résidus S170 et T176 (Martinez et al., 1997).

La phosphorylation activatrice de Cdc2 et Cdk2 n'est pas régulée au cours du cycle
cellulaire. Cependant la phosphorylation activatrice de Cdk4 et 6 est inhibée par fixation des
inhibiteurs p21 et p27 respectivement sur Cdk4 et 6 in vitro. Ceci a pour conséquence
d'empécher l'acces de la CAK a la thréonine activatrice (Aprelikova et al., 1995). La
communauté scientifique considére que l'activité CAK est constitutive (Harper et Elledge,

1998).

2.1.6 Existe-t-il plusieurs CAKs?

Chez la drosophile, 1'activité CAK est constituée d'un complexe trés similaire a Cdk7-
cycline H-MATI. La CAK de la drosophile, DmCDK?7 est la seule CAK chez les métazoaires
possédant une activit¢ CAK in vivo. Un mutant cdk7 thermosensible présente une chute de
l'activité CAK a température restrictive. Dans ce cas Cdc2 n'est pas phosphorylée sur la T161,
mais elle est capable de s'associer a la cycline B et non pas a la cycline A .Cependant 1'activité
liée a Cdk2 n'est pas affectée. Ceci suggere que Cdk2 nécessite un tres faible niveau d'activité
CAK ou bien qu'il existe d'autre(s) activité(es) CAK minoritaires responsables de la

phosphorylation activatrice de Cdk2T160 (Larochelle et al., 1998). Des cellules humaines
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d'un hépatocarcinome trait¢ par TGF-f3 induit un arrét en GI1. Elles présentent une hypo-
phosphorylation de Cdk2T160, alors que l'activit¢ CAK liée a Cdk7-cycline H-MATI est
constante. Ceci suggere que Cdk2 posséde une CAK spécifique différente de la CAK associée
a Cdk7, ou bien TGF-f induit une phosphatase spécifique a Cdk2T160 (Nagahara et al.,
1999).

En fixant Cdk2 sur une colonne puis en faisant passer a travers cette colonne un extrait
protéique de cellules humaines, Kaldis et Solomon ont détecté la présence d’une activit¢ CAK
différente de CAK-Cdk?7. Cette activité (46kDa) phosphoryle et active Cdk2. Curieusement il
n’a pas été possible de déterminer la séquence de cette hypothétique CAK (Kaldis et
Solomon, 2000).

3 Roles de Cakl1 chez S. cerevisiae

En se basant sur la capacité de la CAK de S. cerevisiae a activer Cdk2-cycline A, notre
équipe et celles de Morgan et de Solomon ont purifi¢ la CAK de S. cerevisiae, appelée Cakl
(Deux autres noms ont été aussi donnés : Civl et Mca28). C'est une protéine de 44 kDa, elle a
¢été isolée comme suppresseur multicopie d'un mutant kin28 thermosensible par le groupe de
Faye. CAKI est un gene essentiel. Il code pour une protéine kinase active sous forme
monomérique. Nous avons montré que la protéine Cak1 purifiée a partir de E. coli est capable
de phosphoryler Cdc28 sur la thréonine 169. Dans un mutant cakl-4, Cdc28 est
majoritairement déphosphorylée sur la thréonine 169 a température permissive. Un mutant
caklK3 1R posséde moins de 10 % d'activit¢ CAK in vitro (voir résultats et (Kaldis et al.,
1998)). Cakl1 possede plus de 97 % de l'activité CAK chez la levure. Le niveau d'activité et la
quantité de Cakl sont constants au cours du cycle cellulaire (Espinoza et al., 1996; Kaldis et
al., 1998). Dans un mutant cakl-4, il y a 50 % de cellules en G1 a 25°C. Ce contenu passe a
70 % aprés un passage de 5 heures a 37°C. D'autres mutants de cakl présentent une
accumulation majoritaire de cellules en G2 a température restrictive (Sutton et Freiman,
1997). Ainsi CAK1 est nécessaire pour les passages G1/S et G2/M. Une spore délétée pour
CAKI germe et se divise plusieurs fois avant 'arrét de la division (Valay, 1994). Les cellules

présentent une trés forte croissance polarisée comparable a la croissance pseudohyphale.
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3.1 Rale essentiel de Cak1 dans le cycle cellulaire

Cross et Levine ont construit un mutant de CDC28 dont l'activité est indépendante de
CAKI. Chez plusieurs CDKs, la substitution de la phosphothréonine activatrice par un résidu
glutamate est suffisante pour rendre la protéine active. Un mutant cdc28T169E n'est pas actif.
En utilisant plusieurs cycles de PCR mutagéne sur ce mutant Cross et Levine ont isolé un
mutant CDC28-43244 actif. Les mutations sont situées préférentiecllement au niveau du
feuillet 4, en se basant sur l'alignement de Cdc28 avec Cdk2 (Levine et al., 1998). Le mutant
CDC28-43244 nécessite la fixation des cyclines pour son activité. L'activité kinase associée a
Clb2 est proche de la normale, cependant I'activité kinase associée a Cln2 représente 50 % de
l'activité kinase du complexe sauvage. Une souche délétée pour CDC28 et CAK I et contenant
le mutant CDC28-43244 est viable a 25°C sur un milieu complet. Ceci montre que les cycles
déphosphorylation/phosphorylation ne sont pas nécessaires pour la régulation du cycle
cellulaire et que le seul role essentiel de CAK/ (en croissance végétative et a 25°C) est la
phosphorylation de Cdc28 sur la thréonine 169. Les études de Surana ont montré que la
déphosphorylation de Cdc28T169 n'est pas essentielle pour la sortie de la mitose (Lim et al.,
1996). CAKI pourrait avoir d'autres fonctions essentielles pour l'accomplissement d'autres
processus cellulaires dans des conditions bien définies. Démontrer I'existence d'une régulation

de la phosphorylation activatrice par la CAK serait trés novateur et inattendu.

Les travaux de Cross et Levine ont permis d'expliquer les relations entre la boucle
d'activation et la liaison des cyclines dans l'activation de Cdc28. On a vu que Cdc28-43244
fixe CIn2 avec une faible affinité. Cependant une réversion du mutant CDC28-43244 a ¢été
obtenue (CDC28-43244T169E en T169T) qui phosphorylée sur la thréoninel169 rend la kinase
active en absence de Cln2. C'est-a-dire que la phosphorylation de la T169 du révertant
remplace la fixation de Cln2. Ceci suggere que la phosphorylation de la T169 ou la fixation
de CIn2 sont importants pour donner des changements structuraux aboutissant a une kinase

Cdc28 active (Cross et Levine, 2000).

Un mutant Cdc28T169A, qui n’est pas phosphorylable par Cakl, présente une faible
liaison avec CIb2 in vivo. La forme non phosphorylée de Cdc28 sauvage fixe trés faiblement
les cyclines CIb2 et CIn2 in vitro. Ainsi il semblerait que la phosphorylation de Cdc28 par
Cak1 précede la fixation des cyclines (Ross et al., 2000).
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3.2 Réle de Cakl dans la sporulation

La protéine kinase Smkl est une MAPK impliquée dans la régulation de la
morphogenése de la paroi des spores au cours de la méiose. Un mutant smk/-2 thermosensible
a été isolé par Wagner et al. Un crible exploitant la propriété naturelle de la paroi des spores a
fluorescer apres excitation par des UV a été mis au point. Ainsi les spores smkl-2 fluorescent
a 26°C et pas a 34°C. La sur-expression de CAKI/ permet de supprimer le défaut de
fluorescence du mutant smkl-2. Nos résultats et ceux de Wagner montrent que plusieurs
mutants de cakl présentent un défaut de sporulation. Le profil d'expression des ARNm de
CAK1 montre une baisse d'expression apres 2 heures de sporulation et une forte augmentation
de CAK]1 entre 6 et 8 heures de sporulation et de nouveau une tres faible baisse de CAK/ a 10
heures de sporulation (Wagner et al., 1997). Kaldis et al., ont montré que la régulation de
I'expression des ARNm de CAKI n'est pas nécessaire pour la formation des spores.
L'expression contrélée a partir d'un promoteur inductible a des stades ou CAKI n'est pas
exprimée chez la souche sauvage ne perturbe pas le déroulement de la sporulation.
L'ensemble de ces résultats permet de dire que CAKI exerce une fonction positive et

essentielle a la formation des spores (Kaldis et al., 1998).
3.3 Cakl est stabilisée par Cdc37

Cdc37 est une co-chaperonne agissant de concert avec Hsp90. Le niveau d'expression
protéique de Cakl diminue fortement dans un mutant cdc37-1 thermosensible a température
restrictive. Parallélement a cette diminution de Cakl1, l'activité Cak1 kinase diminue fortement
et elle n'est pas restaurée par l'addition de la protéine Cdc37 exogene aux extraits. La sur-
expression de CAK/ dans un mutant cdc37-1 n'augmente pas le niveau d'activité de Cakl. Des
expériences de « pulse-chase » ont permis de montrer que la demi-vie de Cakl dans une
souche sauvage est de 60 minutes a 23°C et 37°C. Cependant la demi-vie de Cakl dans une
souche cdc37-1 est de 45 minutes a 23°C et de 20 minutes a 37°C. Ces résultats montrent que
la fonction de Cdc37 est nécessaire a la stabilité de Cak1 (Farrell et Morgan, 2000). Soret et al
ont mis en évidence des interactions génétiques entre des mutations cakl-ts et les mutants

cdc37-1 ou cdc37-184 (Faye, communication personnelle).
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3.4 Kin28 est un substrat de Cakl

Kin28 est une protéine kinase identifiée par Simon et al., (Simon et al., 1986). Elle est
inactive sous forme monomérique. L'activation de Kin28 nécessite la fixation de la cycline
Ccll (Valay et al., 1996). Le facteur RIG2 interagit avec KIN28 et CCLI et semble étre
I’homologue de MATI chez les eucaryotes supérieurs (Faye et al., 1997). Cet hétérodimere
appartient au complexe de transcription TFIIH, responsable de la phosphorylation de la plus
grande sous-unité de 'ARN polymérase sur un heptameére répété appel¢ CTD (Valay et al.,
1995; Valay et al., 1996). Plusieurs mutants thermosensibles de cakl présentent une colétalité
avec des mutants thermosensibles kin28. CAKI est un suppresseur multicopie de plusieurs

alleles thermosensibles de kin28 (Valay et al., 1996).

Cak1 phosphoryle Kin28 sur la thréonine162 située au niveau de la boucle d'activation.
Dans un mutant cak/-23, Kin28 n’est pas phosphorylée sur la thréonine 162. L'activité CTD
kinase in vitro de Kin28 est trés fortement abolie dans un mutant cak/-23 (Espinoza et al.,
1998). Une souche délétée pour CAK| et portant 1’allele CDC28-43244 présente une absence
de phosphorylation de Kin28 sur la thréonine 162. Ceci suggere que la phosphorylation de
Kin28T162 est assurée par Cakl et non pas par Cdc28. Cette souche est viable a 28°C. La
purification de Kin28 a partir de cellules d’insectes donne une protéine déphosphorylée sur la
thréonine 162 et inactive. La présence de Cakl1 dans les cellules d’insectes permet d'avoir une
protéine phosphorylée sur la thréonine 162 et active. Il apparait que la phosphorylation de
Kin28 sur la thréonine 162 n'est pas essentielle a 28°C (Espinoza et al., 1998), mais elle
semble jouer un réle a 37°C (Faye, communication personnelle et Morgan communication

personnelle).

MO15 est I'homologue de Kin28, l'activit¢ CTD kinase de MO15 diminue pendant la
mitose. La phosphorylation de la thréonine 162 de Kin28 n'est pas régulée au cours du cycle
cellulaire. En absence de phosphorylation de MO15 sur la T170 (T162 chez Kin28) le
complexe MO15-cycline H-MATI est actif in vitro. Cette situation semble s'appliquer sur
Kin28, c'est-a-dire le complexe Kin28-Ccll-Rig2 est actif en absence de phosphorylation de
la thréonine 162 in vivo. Ccll et Rig2 sont les homologues respectifs de cycline H et MAT!
(Valay et al., 1995; Valay et al., 1996; Faye et al., 1997).



21

4 Les homologues de CAK1

Chez les eucaryotes supérieurs la fonction CAK est assurée par MO15/Cdk7. Chez S.
pombe MO15 complémente un mutant mopl/mes6/crkl (Molz et Beach, 1993). Moplest
associée a une cycline appelée Mcs2. Mop1-Mcs2 présente une activité CAK et CTD-kinase
in vitro. MOP1 est un geéne essentiel (Buck et al., 1995). La sur-expression de la kinase CSK/
supprime un mutant thermosensible mcs2-13. Le géne CSKI n'est pas essentiel. Le double
mutant Acskl mcs6-13 (mopl) est 1étal a température permissive pour mcs6-13. Dans une
souche Acskl, l'activité CAK et CTD kinase diminue d'un facteur 3 in vivo. Cskl phosphoryle
Mop1 sur une sérine 165 située au niveau de la boucle d'activation. Elle joue le réle de CDK
Activating Kinase Activating Kinase, ou CAKAK, pour Mop1-Mcs2. La phosphorylation de
Mopl1 sur la S165 par Cskl augmente l'activité du complexe Mop1-Mcs2 d'un facteur de 3
(Damagnez et al., 1995). Nos résultats montrent que Csk1 possede une activité¢ CAK chez S.

cerevisiae in vivo.

Umeda et al ont identifi¢ la CAK chez A. thaliana par complémentation fonctionnelle
d'une souche cakl-4. 11 s'agit de la kinase AtCAKzt. Elle posséde une activité CAK in vitro et
in vivo. Cependant elle ne posséde pas d'activit¢ CTD-kinase. La protéine AtCakt purifiée a
partir de E. coli ne posséde pas d'activit¢ CAK in vitro. Ceci suggere que AtCakt nécessite des
modifications post-traductionnelles ou bien l'association de sous-unités régulatrices positives.
AtCakt migre dans un SDS-PAGE a 62kDa, or elle fait 54kd, il est donc possible que AtCakt
soit phosphorylée (Umeda et al., 1998).

Conclusion

L'ensemble de ces données sont en faveur de l'existence de deux familles distinctes de
CAK chez les eucaryotes. La famille de la CAK-CDK?7 formée par l'association d'une kinase,
une cycline, et un facteur d'assemblage. Cette famille semble étre spécifique aux eucaryotes
supérieurs. La famille de CAKI, Cakl est active sous forme monomérique. D’aprés nos

résultats, cette famille est probablement spécifique aux champignons (Figure 1.4).
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Régulation des CDKSs par les cyclines




24

Les cyclines associées a Cdc28

1 Les cyclines G1

L'identification des cyclines G1 chez S. cerevisiae est le résultat de la recherche de
mutants résistants aux facteurs de conjugaison. On sait que la présence de phéromones
provoque l'arrét des cellules a Start et induit I'expression des génes de conjugaison. Pour
sélectionner des mutants résistants aux facteurs de conjugaison, on traite les cellules avec des
phéromones et on sélectionne les cellules capables de pousser. On vérifie bien qu'il ne s'agit
pas de mutations dans la voie de transduction du signal, c’est-a-dire que les genes de
conjugaison sont bien exprimés. Richardson et al ont isolé une mutation dominante de
résistance aux phéromones, il s'agit de CLN3-D. Son géne code pour une cycline G1 tronquée,
plus stable que la protéine sauvage. Par des approches similaires deux autres genes CLN/ et
CLN2 ont été isolés. Ces trois genes codent pour les trois cyclines G1 de S. cerevisiae.
L'inactivation des trois genes bloque la transition G1/S, donc les cyclines G1 sont nécessaires
pour le passage de G1 a S. D'autre part la délétion d'un ou deux génes codant pour des
cyclines GI1 est viable, il y a donc redondance dans la fonction de ces trois protéines, du
moins en croissance végétative (Richardson et al., 1989; Richardson et al., 1992; Hadwiger, et

al., 1989; Reed et al., 1989).

Pour démontrer que les cyclines G1 induisent Start, Richardson et al., ont construit une
souche délétée pour les genes CLNI, 2 et 3 et les ont remplacés par une copie du gene CLN2
dont la transcription est sous le controle d'un promoteur inductible au galactose. CLN2 est
transcrit en galactose et pas en glucose. En glucose, cette souche s’arréte a Start. Cette
expérience démontre aussi que les cyclines G1 sont des protéines instables et qu'elles doivent

étre synthétisées a chaque cycle cellulaire (Richardson et al., 1989; Richardson et al., 1992).

Wittenberg et al., ont montré que les génes CLNI et CLN2 sont transcrits seulement en
phase GI1 et que leurs protéines correspondantes ne sont présentes qu'en G1 : elles sont
instables. Par contre la transcription du géne CLN3 est constitutive et son produit est toujours
présent. Les protéines Clnl, 2, et 3 s'associent séparément avec Cdc28 (Wittenberg et al.,

1990).

Ces travaux n'expliquent pas les mécanismes qui aboutissent a l'accumulation des

cyclines G1 en phase G1. Pour répondre a cette question un modele de rétrocontrole positif
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pour l'activation des cyclines G1 a été proposé, selon lequel la transcription de CLNI et CLN2
est stimulée par un activateur de transcription composé¢ des protéines Swi4 et Swi6, mais ce
facteur n'est complétement actif que lorsqu'il est phosphorylé et cette phosphorylation est
induite par les complexes Cdc28-Cln. Ainsi l'expression de faibles quantités de cyclines peut

conduire a une augmentation rapide dans I'expression des cyclines G1 (Figure 2.1).

La transcription de CLNI et CLN2 tardivement en Gl est due aux facteurs de
transcription SBF (Swi4/Swi6) et MBF (Mbp1/Swi6). SBF pour SCB Binding Factor (SCB
pour Swi4/6 Cell cycle Box, SCB consensus : CACGAAA) et MBF pour MCB Binding
Factor (MCB pour Mlu Cell cycle Box, MCB consensus : ACGCTNA avec N=A,T,G ou C)
(Amon et al., 1993; Dirick et Nasmyth, 1991). Les facteurs SBF et MBF sont des régulateurs
d'une large famille de genes transcrits spécifiquement en fin de phase G1. Les génes CLNI,
CLN2, HCS26 (qui code pour une protéine apparentée aux cyclines) et de 1'endonucléase HO
sont des cibles de SBF, tandis que MBF active la transcription d'autres génes dont la majorité
est impliqué dans le métabolisme de I'ADN et code pour des protéines stables comme I'ADN
polymérase oo (POLI) et la thymidilate kinase (TMP1) (Dirick et al., 1995). Cependant, parmi
les génes dont l'activité est controlée par le facteur MBF, deux codent pour des protéines
instables du type cyclineB, CIb5 et Clb6. Les cyclines CIb5 et Clb6 s'associent a Cdc28 pour
donner les complexes actifs qui controlent la phase S. SBF et MBF sont essentiels a la

viabilité cellulaire.

D'autres résultats semblent montrer que Clnl/2 et Cln3 jouent des roles différents :
Cdc28-CIn3 activerait SBF/MBF quand la cellule atteint une taille suffisante tandis que
Cdc28-CInl1/2 réguleraient les événements postérieurs a Start (Dirick et al., 1995). En effet, le
complexe kinasique Cdc28-Clnl/2 est essentiel pour la dégradation des cyclines. Les travaux
de Mann et de Wittenberg ont montré que les cyclines G1 sont des phosphoprotéines. Les
phosphorylations des cyclines sont assurées par les complexes Cdc28-Clnl/2. Les mutations
au niveau des résidus phosphorylables stabilisent les cyclines G1. Ainsi les phosphorylations
sur des résidus spécifiques des cyclines G1 et leur ubiquitination par le complexe SCF-Grrl

sont indispensables pour leur dégradation (Willems et al., 1996).
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2 Lescyclines B

Chez S. cerevisiae, les cyclines B sont au nombre de six et divisées en trois classes :
CLBI et CLB2, CLB3 et CLB4, CLB5 et CLB6. La régulation de CLB5 et CLB6 est similaire a
celle de CLNI et CLN2. CLBS5 et CLB6 sont nécessaires pour l'entrée en phase S, les autres

cyclines sont nécessaires pour l'assemblage du fuseau et 1'entrée en mitos (Amon et al., 1993).

La délétion de CLBI, CLB3 et CLB4 ne donne aucun phénotype notable. Par contre la
délétion de CLB2 retarde fortement la mitose. L'activité kinase du complexe Cdc28-Clb2 est
absente en phase G1, apparait en phases S et G2 et disparait en fin de mitose. Le profil des
transcrits de CLBI et CLB2 est similaire a celui de l'activité kinase Cdc28-Clb2, ce qui
suggere la présence d'un contrdle transcriptionnel analogue a celui de CLN1/2 agissant sous
forme de rétrocontrole positif. Pour tester cette hypothése un mutant c/b-ts a été utilisé¢ pour
voir si la transcription de CLBI et CLB2 dépend de l'activité kinase de Cdc28-CIb2. Le
mutant c/b2ts ne présente pas d'accumulation de transcrits de CLB comme dans le cas
sauvage. Les mémes résultats ont été obtenus avec un mutant cdc28ts : on peut donc conclure
que la kinase Cdc28-CIb2 active la transcription de CLBI et CLB2 (Amon et al., 1993)
(Figure 2.1).

3 L’oscillation des cyclines

Quand la boucle de rétrocontrdle positif des CLBs s'installe on observe un déclin au
niveau de l'activit¢ Cdc28-Cln, ce qui suggere que la fonction CLB réprime la transcription
des CLNs. Le facteur de transcription qui régule les génes CLNI et CLN2 étant SBF, on a
cherché une relation entre SBF et Cdc28-Clb : Cdc28-Clb2 phosphoryle la protéine Swi4.
Ainsi, l'association des cyclines B avec Cdc28 et/ou la phosphorylation de SBF constituent un
mécanisme potentiel de répression de la trancription des cyclines G (Amon et al., 1994)

(Figure .2.1).

Le modele présenté sur la figure 2.1 n'explique pas comment 'ordre de 1'oscillation
des cyclines B et cyclines G est controlé tout le long du cycle cellulaire, c’est-a-dire
comment la cellule s'assure que les cyclines nécessaires pour déclencher la phase S (CLN1/2)
apparaissent avant celles qui sont nécessaires pour la mitose (CLBI a 4). Pour répondre a ce

probléme clé la série d'expériences suivantes a été réalisée : des cellules ou les trois cyclines
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G1 sont délétées sont maintenues en vie par une construction MET3-CLN2 répressible par la
méthionine. La souche comporte aussi une construction GALI-CLB2 inductible par le
galactose. En présence de méthionine et galactose les cellules s'arrétent en G1 et sont
dépourvues de ClInl/2. Malgré l'induction de l'expression de CLB2 on n'obtient pas
d'accumulation de protéines Clb2. L'incapacité d'accumuler les protéines Clb2 dans les
cellules arrétées en phase G1 peut €tre due a une incapacité de synthétiser Clb2 ou bien a une
instabilit¢ de la protéine. D'autres études ont montré que les cyclines B possédent une
séquence de neuf résidus au niveau N-terminal appelée "cyclin destruction box". Cette
séquence est reconnue par une machinerie de protéolyse qui détruit les cyclines B a la fin de
chaque mitose (Glotzer et al., 1991). Pour distinguer entre les deux hypothéses précédentes,
'expérience a été refaite avec une autre version de Clb2 dont la "destruction box" est délétée.
Cette fois-ci on obtient une accumulation de protéines Clb2. Ainsi c'est la "destruction box"
qui empéche 'accumulation des protéines Clb2. En utilisant la premicre construction et en
activant la synthése des CLNs on obtient une accumulation de Clb2. On démontre ainsi que
les kinases Cdc28-Clnl/2 sont les facteurs qui inactivent le systeme de protéolyse des
cyclines B. Ceci explique bien la logique de la succession de I'accumulation cyclines G1 puis

cyclines B (Amon et al., 1994) (Figure 2.2).

L'inactivation de la protéolyse de Clb2 n'est pas spécifique aux kinases dépendantes
des CLN, les kinases dépendantes des CLB sont capables d'inactiver la protéolyse des CLB.
Une expression ectopique de CLB2 durant la phase G1 induit une accumulation de la protéine
de fusion Clb2-LacZ. Ainsi la protéolyse de Clb2 est une conséquence de l'inactivation des
kinases dépendantes des CLN et des CLB. Un mod¢le de la régulation de la protéolyse de
CLB a ¢été établi. En progressant dans la phase G1 l'activité kinase dépendante des CLN
augmente, cette activité atteint un niveau suffisant pour inhiber la protéolyse des CLB au
cours de la transition G1/S. Durant la phase S et G2 l'activité kinase dépendante des CLN
chute et l'inhibition de la protéolyse des CLB est assurée par l'activité kinase dépendante des
CLB. Une question importante reste sans réponse : comment la protéolyse des CLB est

activée pendant 1'anaphase (Amon, 1997).
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Les cyclines CIb5 et Clb6 interviennent dans le processus de réplication de I'ADN. Les
protéines Clb5/6 s'associent avec Cdc28 mais le complexe reste inactif jusqu'au
déclenchement du début de la réplication de I'ADN. Cette inactivité s'explique par le fait que
ces complexes sont inhibés par une autre protéine appelée Sicl (Peter, 1997). Dans un double
mutant c/nl/cln2 il se produit un retard considérable de la réplication de 'ADN. Ce résultat
suggere que la destruction de l'inhibiteur Sicl pourrait étre 1'une des fonctions de Cdc28-

ClInl1/2 (Dirick et al., 1995).

4 Les inhibiteurs des CDKs ou CKIs

Les CKIs (CDK Inhibitory protein) sont des protéines qui se fixent sur les complexes
CDK-cyclines et inhibent leur activité. La protéine Sicl est un substrat de Cdc28-CIn2 in
vitro, et la phosphorylation pourrait diriger Sicl vers le systtme de dégradation. Cette
protéolyse qui ne peut se produire que si la synthése des CLNs est déja activée. Ainsi Sicl
joue un role important en assurant que le complexe Cdc28-Clb5/6 ne devient pas actif avant
Cdc28-Cln. Une cellule délétée pour SICI présente de nombreuses cassures et perte au niveau
des chromosomes, ce qui suggere que S/C/ a un réle dans le maintien de l'intégrité du
génome (Schwob et al., 1994). SICI assure donc une fonction essentielle propre au cycle
cellulaire. Un autre inhibiteur des kinases Cdc28-Cln, Farl, n'est pas un facteur propre au

cycle cellulaire, mais agit en réponse aux facteurs de conjugaison.

La protéine Farl assure la connexion entre la voie de transmission du signal et la
machinerie du cycle cellulaire. Depuis longtemps on sait que le traitement des cellules avec
des phéromones les arréte en phase G1. Ce phénotype est observé aussi dans des triples
mutants c/nl cln2 cin3, donc il semble que l'arrét dans le cycle cellulaire a la suite d’un
traitement par des phéromones, soit dii a une inhibition de la synthése des cyclines CLNI, 2 et
3. On a montré qu'en réponse aux phéromones, la protéine Farl est phosphorylée (par Fus3),
et devient capable de s'associer a la kinase Cdc28-CIn2. Cette association réduit le taux de
transcription des cyclines G1 qui est la conséquence de la réduction de l'activité de la kinase
Cdc28-CIn2. Cette réduction de la transcription est probablement due a l'inactivation de la
boucle de rétrocontrdle positif. Les mutants far/ incapables d'arréter le cycle cellulaire en
réponse aux phéromones sont aussi déficients au niveau de 1'association entre la protéine Farl

et les kinases Cdc28-CIn2 (Peter et al., 1993).
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Les protéines CKIs se fixent sur les CDK et inhibent leur activité, mais les
mécanismes d'inhibition sont mal connus. Celui de p27, une protéine humaine, a ¢été
particulié¢rement étudié. Il inhibe les complexes Cdk2-cycline en réponse a un signal
extracellulaire, en empéchant la phosphorylation activatrice de ce complexe (Peter et

Herskowitz, 1994).
5 Les interactions entre Cdc28 et la machinerie de protéolyse

Pour lever l'inhibition due a Sicl, la cellule active une machinerie de protéolyse. En
effet, des mutations qui touchent CDC34, 1'un des génes codant pour une composante de la
machinerie de protéolyse aboutit a I'accumulation des protéines Sicl (on montre aussi que

I'accumulation de Sicl n'est pas due a une augmentation du taux de transcription de SIC1).

CDC(C34 code pour une enzyme qui conjugue l'ubiquitine aux protéines destinées a la
dégradation. L'ubiquitine est une protéine, hautement conservée, qui se lie covalement par des
ponts isopeptidiques a des lysines des protéines cibles. Le complexe responsable de la
dégradation des protéines ubiquitinées est le protéasome-26S. Le protéasome est formé par un
complexe multiprotéique de 2000 kDa. Ghislain et Mann ont montré que le protéasome est
impliqué directement dans la progression du cycle cellulaire. Ils ont isolé deux mutants cim3
et cim5 qui provoquent un arrét dans le cycle cellulaire en G2/Métaphase. CIM3 et CIM5
codent pour des ATPases faisant partie du protéasome-26S. Les cyclines mitotiques CIb2 et
CIb3 s'accumulent dans les mutants cim et ce résultat peut expliquer l'arrét dans le cycle
cellulaire en phase G2. Ils observent aussi une anomalie au niveau de la ségrégation des
chromosomes. Ainsi l'activité protéolytique liée au protéasome est nécessaire pour la

dégradation des Clbs et pour la séparation des chromosomes (Ghislain et al., 1993).

L'accumulation des protéines ubiquitinées est observée dans un autre mutant au niveau
du protéasome, il s'agit de ninlts. Ce mutant est incapable d'accomplir les transitions G1/S et
G2/M. Dans ce mutant la kinase Cdc28-cycline est inactive, ainsi la protéine Ninl semble étre
essentielle pour l'activation du complexe Cdc28-cycline (Kominami, 1994; Kominami et al.,

1995).
6 Inhibition des Cdks par phosphorylation

Il existe plusieurs voies pour inactiver les complexes CDK-cyclines, les plus évidentes

étant de déplacer la cycline ou de déphosphoryler la Thr160 de Cdk2 (Thr169 pour Cdc28).
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Mais les complexes CDK-cycline peuvent aussi étre inhibés par des phosphorylations au
niveau de deux sites proches de l'extrémité N-terminale. 11 s'agit de la Thr14 et Tyrl5 chez la
Cdc2 et Cdk2 humaines. Les phosphorylations de la Thr14 et Tyrl5 sont particuliérement

importantes dans le contrdle de l'activation de Cdc2 en mitose.

Les thréonines 14 et 161 (Cdc2) et la tyrosine 15 sont phosphorylées parall¢lement a
I'augmentation du taux des cyclines B quand les cellules s'approchent de la mitose. Ainsi les
complexes Cdc2-Clb sont maintenus dans un état inactif jusqu'a la déphosphorylation des
Thr14 et Tyrl5, en fin de phase G2, ce qui conduit a l'activation du complexe Cdc2-Clb et a
l'entrée en mitose. Les déphosphorylations brutales des thréonines 14 et 15 sont provoquées
par des changements coordonnés dans l'activité des kinases et des phosphatases agissant au
niveau de ces sites. La protéine kinase Weel phosphoryle la Tyrl5 (Parker et Piwnica-
Worms, 1992). Weel a ¢été identifié a l'origine chez S. pombe. In vitro, Weel peut
phosphoryler deux peptides substrats sur les deux résidus thréonine et tyrosine, laissant
supposer que Weel pourrait étre une kinase a double spécificité capable de phosphoryler les
résidus Thrl4 et Tyrl5. L'activité Weel décline lors de la mitose, contribuant a la levée de la
phosphorylation inhibitrice a ce stade du cycle cellulaire. La diminution de l'activit¢ de Weel
lors de la mitose est due a la phosphorylation de Weel. Les kinases responsables de cette
phosphorylation ne sont pas clairement identifiées. Chez S. pombe, la protéine kinase Niml
inhibe Weel en phosphorylant le domaine catalytique situé a 'extrémité C-terminale (Wu et

Russell, 1993).

Les résidus thréonine 14 et tyrosine 15 sont déphosphorylées toutes les deux par une
méme phosphatase a double spécificité, Cdc25 (Nilsson et Hoffmann, 2000). L'activité de
Cdc25 augmente durant la mitose suite a une phosphorylation dans la moiti¢ N-terminale.
Durant la mitose la kinase responsable de la phosphorylation est activée et la phosphatase
correspondante est inhibée. La kinase stimulant Cdc25 pourrait étre Cdc2, formant la base
d'un modele de rétrocontrdle positif capable en théorie d'induire la déphosphorylation brusque
de Cdc2 au cours de la mitose. La boucle de rétrocontrole positif peut étre mise en place d'une
autre maniére : Cdc2 peut stimuler la kinase qui inactive Weel et inhiber la/les phosphatase(s)

qui inactive(nt) Cdc25 et active(nt) Weel (Nilsson et Hoffmann, 2000).

Ce mode de régulation par phosphorylation/déphosphorylation des résidus Thr14 et
Tyrl5 n'est pas universel. Chez S. cerevisiae, 'homologue de la kinase Weel est Swel. La

sur-expression de SWEI n'altére pas le cycle cellulaire. Une souche ou I'on a substitué la
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tyrosinel9 (I'homologue de la Tyr15) par une phénylalanine (homologue non phosphorylable)
dans Cdc28 ne présente aucun phénotype notable (Amon, 1992). Swel est capable de
phosphoryler la tyrosinel9 et d'inactiver partiellement le complexe Cdc28-Clb2 et non
Cdc28-Cln, ce qui explique l'incapacité de Swel sur-exprimée d'inhiber la transition G1/S.
Ces résultats suggerent que les différentes cyclines sont a 1'origine du ciblage de Cdc28 vers
des controles régulateurs distincts. Ce ciblage peut étre important pour assurer la fonction de

CDC28 durant le cycle cellulaire (Booher et al., 1993).
7 Bases structurales de la régulation des CDK

La phosphorylation d'une protéine, comme mécanisme de régulation de l'activité a été
mis en évidence pour la premiere fois avec la glycogéne phosphorylase. Actuellement, il est
clair que ce mécanisme de modification post-traductionnelle réversible des protéines est trés
répandu et affecte de trés pres tous les aspects de la croissance, de la division cellulaire et de
I'homéostasie dans les cellules eucaryotes. Les enzymes qui catalysent le transfert du
phosphate y de I'ATP a une protéine substrat, les protéines kinases, constituent une famille
large et diversifiée d'enzymes. Bien que ces enzymes soient différentes en taille, spécificité de
substrat, mécanisme d'activation, composition en sous-unités et localisation intra-cellulaire,
elles présentent néanmoins toutes un ceeur catalytique treés conservé. PKA, la protéine kinase
dépendante de I'AMPc, est considérée comme un modéle pour 1'étude des autres kinases. Elle
est certainement la kinase dont on comprend le mieux le fonctionnement. Son mécanisme
d'activation est simple, il met en jeu la dissociation de la kinase, active sous forme
monomérique, de sa sous-unité régulatrice inhibitrice, tandis que les CDKs nécessitent
l'association avec une sous-unité régulatrice activatrice. Les CDKs contrélent le cycle
cellulaire et utilisent des mécanismes régulateurs d'une complexité étonnante. Pour
comprendre plus en détail les aspects moléculaires de la régulation des CDKs et dans le but
de définir les bases moléculaires des interactions CDKs/substrats/régulateurs, le paragraphe
suivant est consacré a 1'étude des relations structure/fonction, en se basant sur les structures

cristallographiques de PKA, Cdk2 et Cdk2-cycline A.

La structure de Cdk2 consiste en deux lobes : un petit lobe N-terminal, formé de 5
feuillets B antiparalleles et un lobe plus large C-terminal tres riche en hélices a. Le site de
fixation de I'ATP est situé dans le sillon entre les deux lobes. La structure tridimensionnelle

de Cdk2 est trés similaire a celle de PKA (Figure 2.3).
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7.1 Site de fixation de PATP

L'ATP interagit avec plusieurs résidus des deux cotés du sillon entre les deux lobes. La
base adénine est positionnée dans une poche hydrophobe. Les phosphates de I'ATP établissent
des liaisons hydrogenes et des ponts ioniques avec divers résidus et avec la boucle riche en

glycines.

La majorité des interactions au niveau du site de fixation de I'ATP dans Cdk2 sont
similaires a celles qui sont observées pour Cdk2-cycline A et PKA. Néanmoins, il existe deux
différences capitales : Les positions des phosphates o et y sont similaires chez les trois
kinases, par contre, le phosphate B est rejeté 4 4,5 A chez Cdk2 comme le montre la figure

24.

Un alignement correct des trois phosphates de I'ATP est indispensable pour la
catalyse. Le mécanisme par lequel la protéine PKA agit impose qu'un résidu conservé de la
boucle catalytique (probablement Aspl27 dans Cdk2) déprotone partiellement le groupe
hydroxyle de la sérine de la protéine substrat, ce qui permet l'attaque nucléophile du
phosphate y de I'ATP par 'oxygéne de I'hydroxyle. Ce résultat explique en partie l'inactivité

de Cdk2 monomérique ou la liaison -y phosphate est mal orientée.

Sur la figure 2.4 on voit que la région de liaison de 'ATP dans Cdk2 est adjacente a une
hélice a trés courte (alL12) au lieu d'un feuillet § dans la méme région de la Cdk2-cycline A
ou de PKA. A cause aussi de la présence de 1'hélice alL12, 'hélice o adjacente se trouve tres
¢loignée de I'ATP. Par contre le complexe Cdk2-cycline A et PKA présentent un resserrement
plus élevé da a la translocation latérale et la rotation de 1'hélice PSTAIRE et a la fusion de
I'hélice aL12 en début de la boucle-T qui empéche le mouvement de I'hélice PSTAIRE dans
Cdk2. Ce mouvement positionne correctement la chaine latérale du glutamate 51 qui
appartient a une "triade catalytique". Cette triade (Lys33, Glu51 et Asp145) conservée chez
toutes les kinases, est impliqué dans I'orientation du phosphate y de I'ATP et la coordination
de l'atome Mg2+, et on pense qu'elle est nécessaire pour la catalyse. Dans Cdk2-cycline A et
PKA Glu51 fait une liaison ionique avec Lys33, 1'un des résidus établissant des liaisons
étroites avec les phosphates a et 3 de I'ATP. D'autre part l'aspartate 145 se lie a Mg2+.
Cependant, dans Cdk2, Glu51 est a l'extérieur de la poche catalytique et exposé au solvant.

Son groupement carboxyl est déplacé de 8A & partir de sa position dans Cdk2-cycline A, et
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donc elle est incapable de former une liaison ionique avec Lys33. Ce mauvais alignement des
résidus du site actif est en grande partie la cause de 1'inactivité de Cdk2 monomeérique (Figure

2.4).
7.2 Role de la cycline A

La cycline A présente une structure globulaire formée par 12 hélices a. La molécule
présente une structure répétée deux fois. Bien que les deux parties de la molécule ne
présentent que 12% de similitude de séquence, leurs structures tertiaires sont étonnamment
semblables. La premiére répétition, conservée dans toutes les cyclines, coincide avec la "cylin
box", région impliquée dans l'interaction avec la CDK. Le cceur hydrophobe de la cycline A
est formé par 1'hélice a3 dont la portion centrale est entourée par les quatre autres hélices a.
Les points d'intersection entre les hélices correspondent a des résidus alanine dont la petite
taille permet aux hélices de se lier étroitement. Dans le cas des hélices al et a2 la présence
d'une paire d'alanine dans les points d'intersections est strictement indispensable. Cette paire
de résidus est conservée dans toute la famille des cyclines. La fixation de la cycline A sur la
kinase Cdk2 induit des changements conformationnels profonds. En effet, la protéine Cdk2
présente quatre €léments majeurs qui interagissent avec la cycline A ; 1'hélice PSTAIRE, la
boucle-T, le lobe N-terminal et le lobe C-terminal. Les changements conformationnels induits
par la fixation de la cycline A touchent essentiellement ces deux régions. La région PSTAIRE
¢tablit des liaisons hydrogénes, hydrophobes et de Van der Waals avec les hélices de la
cycline A. Le role clé de I'hélice PSTAIRE est cohérent avec les données biochimiques et
génétiques. Des mutations dans cette séquence abolissent la liaison cycline-Cdk2. La fixation
de la cycline A sur Cdk2 induit une translocation de 1'hélice PSTAIRE dans la poche

catalytique et une rotation d'environ 90° autour de son axe (Figures 2.5 et 2.6).

Ces changements conformationnels de la région PSTAIRE sont a l'origine des
phénomenes déja discutés dans le paragraphe consacré au site actif. Dans Cdk2, la boucle-T
bloque l'acces a la poche catalytique. La fixation de la cycline A sur la Cdk2 induit un
déplacement de la boucle-T, elle devient étroitement liée par des ponts hydrogénes et des
interactions de Van der Waals avec la cycline A. Ainsi la liaison de la cycline A conduit a une
levée de l'autoinhibition par la boucle-T et une exposition de I'hydroxyle de la Thrl60,

groupement phosphorylable par la CAK (Fig. 2.7).
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7.3 Site de phosphorylation activatrice de Cdk2 par la CAK

La fixation de la cycline A induit des changements conformationnels de la boucle-T,
qui devient trés semblable a la région homologue de PKA (Figure 2.7). Cependant, dans le
complexe Cdk2-cycline A, la chaine latérale de la Thr160 n'est pas phosphorylée et pointe
vers le solvant, tandis que I'équivalent de ce résidu chez PKA ne pointe pas vers le solvant

mais établit des liaisons ioniques avec d'autres résidus.

Dans le complexe PKA-substrat, PKA phosphorylée sur la thréonine 197, cette région
forme une partie de la poche de liaison incluant des résidus hydrophobes qui suivent
immédiatement le phosphate accepteur. Sa conformation différente dans le complexe Cdk2-
cycline A non phosphorylé peut expliquer pourquoi cette derniére n'est pas active ou trés peu

active.

Dans la Cdk2 phosphorylée, la région Thr160 phosphorylée peut adopter une
structure similaire a celle de la PKA parce que le complexe Cdk2-cycline A contient une
poche cationique capable de lier le groupe phosphate de la Thr160-PO3 d'une maniere
analogue a celle de la PKA phosphorylée. Cette poche contient trois résidus arginine qui

forment des liaisons avec le carboxylate du glutamate dans le complexe non phosphorylé.

Ce modéle a été confirmé par d'autres études sur la phosphatase KAP qui est
responsable de la déphosphorylation de Thr160-PO3. Cette phosphatase peut se fixer sur le
complexe Cdk2-cycline A phosphorylé, mais elle est incapable de le déphosphoryler, car le
phosphate n'est probablement pas accessible. Quand la cycline A est dégradée, Thr160-PO3

devient accessible et la déphosphorylation devient possible.
7.4 Les Sites de phosphorylation inhibitrice

Les sites de phosphorylation inhibiteurs, Thr14 et Tyrl5 sont au milieu de la boucle
riche en glycine qui sert de poche d'ancrage des phosphates de I'ATP. Dans la structure
publiée, les deux résidus Thr14 et Tyrl5 ne sont pas phosphorylés, leurs chaines latérales ne
sont pas accessibles au solvant a cause de la présence de la boucle-T et de 1'hélice al.12.
L'hydroxyle de la Thr14 est étroitement li¢ au phosphate y de I'ATP : 1a phosphorylation de ce

site abolirait la conformation des liaisons (3-y.
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D'autre part, dans Cdk2 I'hydroxyle de la Tyrl5 est tres €loigné de I'ATP et apparemment ne
joue aucun role. Dans le complexe Cdk2-cycline A, le mouvement du lobe N-terminal ameéne
la chaine latérale de la Tyrl5 au fond du sillon catalytique. Ainsi la phosphorylation de ce site
peut affecter les positions des résidus du site catalytique et des phosphates de I'ATP par
encombrement stérique et/ou répulsions électrostatiques (De Bondtet al., 1993; Fisher et al.,

1991; Knighton et al., 1991; Desai et al., 1995; Jeffrey et al., 1995; Pines, 1995).
Résumé

La figure 2.8 résume les principes de régulation des CDKs.
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Régulation des CDKSs par les phosphatases
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Introduction

La mobilisation des processus cellulaires en réponse a des stimuli externes est
fondamentale au maintien de la vie. La phosphorylation réversible des protéines est un
¢lément essentiel parmi les nombreux mécanismes assurant la propagation de ces stimuli a
travers la surface cellulaire et aboutissant aux changements d'activités ou de fonctions de
protéines intracellulaires. Les variations de 1’état de phosphorylation d'une protéine sont
régulées par deux activités enzymatiques : les activités des protéines kinases qui attachent un
groupement phosphate a un résidu thréonine, sérine ou tyrosine et les activités inverses des
protéines phosphatases. La fixation ou I’enlévement d'un groupement phosphate d'une
protéine peut affecter profondément les activités et les propriétés de la protéine. Par exemple
la phosphorylation d'une protéine peut induire les changements conformationnels ou bien
bloquer ’acces au site catalytique de l'enzyme. L'état de phosphorylation des protéines a
chaque instant est un processus dynamique qui dépend de l'activité des protéines kinases et

des phosphatases vis-a-vis de leurs substrats.

La phosphorylation réversible des protéines régule tous les aspects de la vie cellulaire.
Par exemple, la régulation des génes, le contrdle du cycle cellulaire, le processus de transport
et de sécrétion, I’organisation du cytosquelette ou 1’adhésion cellulaire. Ceci refléte la
diversité des fonctions régulées par la phosphorylation. Une large proportion de protéines
intracellulaires (30 %) est 1'objet de phosphorylation réversible et il n'est pas surprenant que
les eucaryotes supérieurs codent respectivement pour approximativement 2000 et 1000

protéines kinases et phosphatases, ce qui correspond a 3 % du génome total.
1 La phosphatase humaine KAP de Cdk2

La protéine KAP/Cdil est une phosphatase a double spécificité , c'est-a-dire qu’elle est
capable de déphosphoryler des résidus phospho-thréonine, phospho-sérine et phospho-
tyrosine. La protéine KAP interagit physiquement avec Cdk2 et Cdc2 par son c6té C-terminal.
Elle contient une séquence PEST (signal de dégradation reconnu par la machinerie de
protéolyse) sur la partie N-terminal. L'expression de la KAP chez S. cerevisiae provoque une
accumulation de cellules en phase G1. Cependant 1'expression d'un mutant inactif de KAP ne
retarde pas la transition G1/S. La protéine KAP interagit avec Cdc28 dans un test double
hybride. Ces résultats indiquent que le retard dans la transition G1/S n'est pas dii a une

séquestration de Cdc28 par la protéine KAP dans un complexe inactif. L'action de KAP est
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produite par son activit¢é phosphatase. L'immuno-déplétion de KAP réduit l'activité
phosphatase de I’extrait cellulaire sur la thréonine 160 de Cdk2, mais ne I’épuise pas. Ceci
suggere l'existence d'autres activités phosphatase agissant sur Cdk2T160 (Gyuris et al., 1993;
Hannon et al., 1994).

La phosphatase KAP déphosphoryle la thréonine 160 de Cdk2 monomérique. La
présence de la cycline A inhibe l'action de KAP. Cependant la protéine KAP s'associe
fortement au complexe Cdk2-cycline A. Ainsi la thréonine 160 phosphorylée de Cdk2
associée a la cycline A n'est pas accessible pour la KAP. La présence de la phosphatase KAP
n'interfére pas avec la phosphorylation de la thréonine 160 par la CAK. Un mutant inactif
KAPC140S s'associe au complexe Cdk2-cycline A et n'inhibe pas son activité kinase. La
présence de la cycline A stimule 'activité CAK. Ces résultats montrent que la cycline A induit
la phosphorylation de Cdk2T160 par stimulation de l'activit¢ CAK et par inhibition de
l'activité phosphatase de KAP (Poon et Hunter, 1995).

2 Etude des phosphatases chez S. cerevisiae

Au début de ma thése, on ne connaissait pas les phosphatases responsables de la
déphosphorylation de la thréonine 169-PO3 de Cdc28. Nous avons utilis¢ une approche
génomique qui nous a permis d'identifier les phosphatases de la protéine kinase Cdc28T169.
Cette approche consiste a tester l'effet de la sur-expression de l'ensemble des protéines
phosphatases appartenant a la famille des phosphatases responsables de la déphosphorylation
d'une thréonine/sérine ou thréonine/sérine et tyrosine sur la croissance pseudohyphale dans
une souche sauvage Z. En effet, une hypo-phosphorylation de Cdc28T169 induit fortement la
croissance pseudohyphale (Miled et al., 2001). Nous montrerons plus loin que nous avons
obtenu des résultats intéressants sur l'activation de la croissance pseudohyphale par un
ensemble de phosphatases. Il est donc utile de présenter l'ensemble des protéines

phosphatases de S. cerevisiae.

Les protéines phosphatases sont des enzymes qui présentent des structures et des
fonctions variées. Elles sont classées en trois familles. Les protéines phosphatases a
thréonine/sérine qui déphosphorylent les résidus phosphosérine et phosphothréonine. La
famille (PTP) qui est composée des phosphatases a tyrosine. Les phosphatases a double

spécificité qui déphosphorylent les résidus phospho-sérine, phospho-thréonine et phospho-
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tyrosine. Les domaines catalytiques sont hautement conservés dans chaque famille (Stark et

al., 1994; Stark, 1996).

Dans chaque famille, la fixation de sous-unité régulatrice induit des changements
structuraux considérables affectant le domaine catalytique et d’autres domaines des
phosphatases. Les sous-unités régulatrices et les autres domaines jouent des rdles importants

dans la localisation cellulaire et la spécificité des phosphatases.

Les protéines phosphatases a thréonine/sérine sont des métallo-enzymes; les réactions
de déphosphorylation de leur substrat se fait en une seule étape. Les PTPs catalysent la

déphosphorylation en passant par un intermédiaire enzyme-cystéinyl-phosphate.
2.1 Les phosphatases a sérine et thréonine

Les protéines phosphatases a thréonine/sérine sont classées en sept sous-familles :
2.1.1 La famille PP1

La protéine phosphatase PP1 contréle plusieurs fonctions cellulaires. Chez S.
cerevisiae, la sous-unité catalytique de PP1 est codée par un geéne essentiel : GLC7. La
protéine Glc7p est essentielle pour la mitose (attachement des chromosomes aux fuseaux
mitotiques). Dans un mutant glc77170A4, I’activité kinase de Cdc28 est tres élevée. GLC7 a un
role important dans l'intégrité cellulaire, la morphogenese, la synthése du glycogene, le
controle général de la biosynthése des acides aminés et la méiose. La sur-expression de GLC7
est 1étale pour la cellule. Ces processus sont régulés par divers holoenzymes PP1 : la méme
sous-unité catalytique (PP1c) peut s'associer a divers sous-unités régulatrices (Hisamoto et al.,

1994).

2.1.2 La famille PP2A

La phosphatase PP2A est formée d'une sous-unité catalytique PP2Ac et d'une sous-
unit¢ A. Ces deux sous-unités forment le cceur de 1’enzyme. L’activité de ce dernier est
régulée par plusieurs sous-unités régulatrices. Les holoenzymes régulent des processus tres
variés : le métabolisme, le cycle cellulaire et la signalisation cellulaire. Chez S. cerevisiae, la
sous famille PP2A comprend les deux geénes PPH21 et PPH22 (codant pour les sous-unités
catalytiques). Un mutant pph2l-102 posséde une tres faible activité Clb2-Cdc28. La sur-

expression de PPH21 provoque un retard de croissance. PP2A est inhibée spécifiquement par
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l'acide okadaic, la microcystin et d'autres inhibiteurs spécifiques a cette sous-famille (Lin et

Arndt, 1995).

2.1.3 La famille PP2B

L'activit¢ de PP2B est dépendante du Ca2+. La sous-unité catalytique PP2Bc est
associée a une sous-unité B et a la calmodulin, capable de fixer le Ca2+. Chez S. cerevisiae,
les sous-unités catalytiques PP2Bc sont codées par CNAI et CNA2. Des données génétiques
suggerent que PP2B régule la structure de la paroi cellulaire et I’homéostasie de Ca2+. La sur-
expression de CNA2 (promoteur GALI1) inhibe la croissance cellulaire et provoque une
accumulation des cellules présentant un allongement de la phase G2 (Mizunuma et al., 2001).

PP2B est inhibée spécifiquement par la cyclosporine.

2.1.4 La famille PPP1 :

Elle contient les phosphatases : PPZI, PPZ2, PPQI. La sur-expression de PPZI
provoque un retard de croissance trés marqué dans un mutant ou la cycline CLN3 est délétée

(Clotet et al., 1999).

2.1.5 La famille PPP2A

Elle contient les phosphatases : SIT4, PPGI, PPH3 La phosphatase SIT4 a un rdle
essentiel dans la transcription de plusieurs génes, elle est nécessaire pour I'accumulation de
I’ARNm de CLNI et CLN2 en fin de la phase G1 du cycle cellulaire et pour la formation du
bourgeon (Fernandez-Sarabia et al., 1992; Di Como et al., 1995; Clotet et al., 1999).

2.1.6 La famille PPP5

Représentée par la phosphatase PPT1. La protéine Pptl présente 40 % de similitude
avec la phosphatase Pp5 (Chen et al., 1994).

2.1.7 La famille PPM

Elle est formée par les phosphatases PP2C et les phosphatases YBR125C et YOR090C.
(Sakumoto et al., 1999)
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2.2 Les phosphatases a double spécificité

Les phosphatases de cette famille sont capables de déphosphoryler thréonine, sérine et
tyrosine. Chez S. cerevisiae, il existe six phosphatases a double spécificité : CDCI4 : c’est un
régulateur négatif de la kinase mitotique Cdk-Clb (Noton et Diffley, 2000), YVHI, YILI13w,
PTCI, PTC2 et PTC3 : ces deux derniéres phosphatases sont des régulateurs négatifs de
Cdc28 (Cheng et al., 1999).

2.3 Les phosphatases a tyrosines

Elles catalysent le transfert du phosphate 1i¢ a une tyrosine du substrat. Le mécanisme

catalytique de déphosphorylation se fait en deux étapes :
1) la formation d’un intermédiaire cystenyl-phosphate.
2) TI’hydrolyse de I’intermédiaire.

Chez S. cerevisiae, on dénombre 10 phosphatases a tyrosine : LTPI, MIHI, MSGS3,
PTP1, PTP2, PTP3, SIWi14, TEPI et YJRII0W. (Les phosphatases Ptp2 et Ptp3 régulent
I’activité de la MAPK, Fus3) (Zhan et al., 1997).
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Régulation de I’élongation cellulaire et la
différenciation filamenteuse
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1 La croissance polarisée chez les eucaryotes

La croissance cellulaire polarisée et la division cellulaire selon une direction définie
sont des processus fondamentaux et essentiels au développement des eucaryotes. La
croissance cellulaire polarisée consiste en une croissance asymétrique a partir d'une région de
la cellule et donne une cellule présentant une forme et des structures particuliéres. Voici
quelques exemples : 1'absorption des nutriments par les micro-villosités des cellules

¢épithéliales, et l'interaction des cellules T avec les lymphocytes B.

La division cellulaire unidirectionnelle est un processus par lequel les cellules se
divisent selon des plans de clivage bien définis. La division directionnelle est essentielle pour
assurer des contacts cellule-cellule appropriés, une partition asymétrique des composants
cytoplasmiques durant la division et la mise en place des structures cellulaires polarisées. La
division cellulaire unidirectionnelle est présente chez tous les organismes : elle a eu lieu
durant I'embryogenese chez C. elegans, la neurogenése chez la drosophile, le développement
des spores chez B. subtilis et de la tige chez les plantes. Les mécanismes impliqués dans la
sélection des sites aboutissant a la croissance polarisée et régulant la division cellulaire

unidirectionnelle sont trés peu connus.

Chez la levure S. cerevisiae, la croissance polarisée est présente durant trois phases du
cycle de vie (Figure 4.1) : la croissance végétative en milieu riche, la réponse aux phéromones
sexuelles, la croissance pseudohyphale des cellules diploides et la croissance invasive chez les
cellules haploides (Madden et Snyder, 1998; Chant, 1999; Kron et Gow, 1995; Kron, 1997;
Durbin et al., 1996).

L'origine de 1'établissement de la polarité cellulaire est un processus trés conservé chez
les eucaryotes. Durbin et Nelson ont comparé les mécanismes généraux impliqués dans la
mise en place de la polarité cellulaire entre la levure et la cellule épithéliale qui sont deux
cellules appartenant a deux organismes trés ¢loignés du point de vue phylogénique. Cette
comparaison montre l'existence d'une hiérarchie trés conservée au niveau des différentes
¢tapes de la mise en place de la croissance polarisée. Dans les deux cellules, la polarité est
initiée par I'établissement d'une asymétrie moléculaire et structurale a la surface de la cellule

par l'intermédiaire de signaux (Durbin et Nelson, 1996).



50



51

Ces signaux nécessitent la présence de récepteurs membranaires spécifiques ou de
structures cyto-squelettiques qui marquent le site du signal au niveau de la surface cellulaire.
Il en résulte une restriction de la signalisation au voisinage immédiat du signal. Ces
interactions définissent une asymétrie moléculaire et structurale au niveau de la membrane
entre le site du signal et le reste de la surface cellulaire. Le signal spatial induit 1’assemblage
localis¢ d'un réseau de signalisation. Ce réseau est formé par des protéines G, kinases,
phosphatases, des protéines de structure/du cytosquelette et des facteurs de transcription

(Durbin et Nelson, 1996).
2 Morphogenese du bourgeon

La formation du bourgeon de S. cerevisiae est un processus complexe et coordonné
dans le temps et I’espace. Le bourgeonnement commence par 1’établissement d’une polarité
spatiale dans la cellule meére. Le bourgeon est un marqueur spatial a [’origine de la
réorganisation du cytosquelette permettant le transport du matériel nécessaire a sa
morphogenese (Madden et Snyder, 1998). La morphogenése du bourgeon est controlée a
plusieurs niveaux : (1) sélection du site de bourgeonnement, (2) transduction des signaux
entre le site sélectionné et le cytosquelette, (3) sécrétion polarisée et (4) construction du

bourgeon dans une forme bien définie.

La morphogenése du bourgeon et le cycle cellulaire sont étroitement liés. L’initiation
du bourgeonnement est restreinte a la phase G1 et étroitement liée aux deux transitions
majeures du cycle cellulaire : (1) achévement de la phase mitotique précédente (transition
M/G1) et (2) déclenchement d’un nouveau cycle cellulaire en Start. Les kinases du Start
Cdc28-Cln sont essentielles a 1I’émergence du bourgeon. Les cellules déficientes dans
I’activité kinase Cdc28-Cln s’arrétent en G1 sans bourgeon (Reed, 1992; Nasmyth, 1993).
Padmshree et Surana ont utilisé les marqueurs du bourgeonnement Spa2 et Bnil pour étudier
le role de la kinase Cdc28-Clb. L’inactivation de Cdc28-Clb induit la formation d’un nouveau
bourgeon en phase G2 et M. I’induction de I’activité kinase Cdc28-Clb en phase G1 inhibe la
formation du bourgeon. Ceci suggére que Cdc28-Clb joue un rdle important dans la restriction

du bourgeonnement a la phase G1 du cycle (Padmashree et Surana, 2001).
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3 Sélection des sites de bourgeonnement

Chez S. cerevisiae, les cellules haploides de sexes a ou a ou les cellules de sexes a/a
ou o/o présentent un bourgeonnement de type axial. La cellule mére et la cellule fille
bourgeonnent au niveau d'un site adjacent au précédent site de cytokinese (sites proximaux).
Les cellules diploides a/a présentent un mode de bourgeonnement bipolaire. La cellule mére
bourgeonne au niveau des deux podles (proximal et distal) alors que la cellule fille bourgeonne
préférentiellement au niveau d'un site opposé au site de cytokinése c'est-a-dire le site distal. Il
semble que le mode de bourgeonnement haploide axial facilite la production de cellule
diploide. Dans la nature, la cellule mére d’une "vraie" souche sauvage, change de signe sexuel
en fin G1. Le bourgeonnement au niveau des sites proximaux positionne les cellules de sexes
opposés trés proches I'une de l'autre ce qui facilitera la formation des diploides. Les cellules
diploides sont plus résistantes aux stress environnementaux, tels les agents provoquant des
dommages dans I'ADN, que les cellules haploides. Ainsi la formation de cellules diploides
préserve la survie de I'espéce (Gimeno et al., 1992). Le mode de bourgeonnement bipolaire
diploide semble étre favorable a I'expansion dans les trois directions des microcolonies a la
recherche de nutriments. Ceci est particulicrement vrai au cours de la croissance
pseudohyphale. C'est un terme défini par Fink en 1992 pour désigner la transition
dimorphique dans le cycle de vie de S. cerevisiae. Le dimorphisme est une propriété des
champignons qui ont la capacité de croitre végétativement sous une forme de levure ou sous
une forme filamenteuse. Un pseudohyphe est défini comme étant une chaine fragile de
cellules avec des caractéristiques morphologiques intermédiaires entre une chaine de levure et
un hyphe (Gavrias et al., 1996). La transition dimorphique est induite dans différents milieux.
La plus étudiée est l'induction de la croissance pseudohyphale en carence azotée. La
croissance pseudohyphale est caractérisée par la formation de chaines de pseudohyphes
émanant de la colonie et se dirigeant vers les substrats non consommés. Fink propose que la
croissance pseudohyphale permet a des cellules de la colonie de se trouver dans des positions
de plus en plus ¢éloignées du site de colonisation initial, 1a ou des nutriments sont encore

disponibles (Gimeno et al., 1992).
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4 Géométrie des cellules pseudohyphales

Les cellules pseudohyphales () sont plus longues et plus fines que les cellules de
forme levure (L). Le rapport longueur /L est largement supérieur a 1. Ce rapport peut
atteindre chez certains mutants 3 ou plus. Sous sa forme levure, la cellule posséde une forme
ellipsoide. Le changement de la géométrie de la forme pseudohyphale a pour conséquence de
restreindre le plan de division cellulaire a 1'axe longitudinale de la forme pseudohyphale.
Ainsi, les bourgeons sont trés proches de la pointe de la cellule pseudohyphale. La division
est donc polarisée et aboutit inévitablement a une croissance polarisée. Cette polarité permet a
la colonie de s'étaler sur la surface et de forer dans le milieu sur des distances relativement
importantes a la recherche de nutriments Les colonies s'agrandissent jusqu'a épuisement total

du milieu. Une colonie peut s'étendre sur la totalité d'une boite.

La majorité des souches de laboratoire ne sont pas dimorphiques. L'isolement de
"bonnes souches de laboratoire" fut a l'origine d'une forte sélection contre les geénes
nécessaires a la croissance pseudohyphale (Gimeno et Fink, 1992). L'analyse de la souche de
laboratoire standard S288C montre que 1'absence de dimorphisme chez cette souche est due a
une mutation non-sens dans le géne FLOS. La mutation de ce géne inhibe la croissance
pseudohyphale diploide, la croissance invasive haploide et la floculation. L'introduction du
geéne FLOS dans une souche S288C rétablit le dimorphisme. Ces résultats suggerent que la

mutation flo8§ a été sélectionnée au cours des cultures de laboratoire (Liu et al., 1996).
5 Régulation de la morphogenése filamenteuse par la voie MAPK

La cascade MAPK est un ensemble de protéines kinases agissant d'une maniere
séquentielle. Cette cascade est hautement conservée, elle permet la transmission de signaux
externes vers des cibles en aval via des récepteurs. Chez la levure, la réponse aux phéromones
de conjugaison est la voie de transduction du signal la mieux caractérisée. Les cellules
haploides de levure présentent deux signes sexuels opposés appelés a et .. La conjugaison
permet a deux cellules de signes sexuels a et o de fusionner et donner une cellule diploide. Ce
processus se déroule en plusieurs étapes : les cellules de signes a et a libérent respectivement
les petits peptides a et a.. Les phéromones a et a se fixent sur leurs récepteurs respectifs situés
au niveau des membranes des cellules de type sexuels o et a, respectivement. La phéromone
se lie et active un récepteur a sept domaines trans-membranaires. L'activation du récepteur

induit la dissociation d'une protéine G hétéro-trimérique : Gpal (Ga) et Ste4 (GP) et Stel8
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(Gy), ces deux derniéres sous-unités restent associées sous forme de complexe. Ce complexe
active les protéines en aval dans la cascade MAPK. Cette voie est ¢galement nécessaire pour
la transmission du signal en réponse a de multiples stimuli. En absence de phéromones, les
cellules haploides forment des filaments et envahissent un milieu solide carencé en glucose,
c'est la croissance invasive haploide (Cullen et Sprague, 2000). Les cellules diploides forment
des filaments en réponse a une carence en azote et a d'autres stimuli. Les trois processus
décrits ci-dessus utilisent la méme voie MAPK. Un ensemble de facteurs agissant d'une
maniere séquentielle forme la cascade MAPK. Il s'agit des protéines kinases Stell, Ste7 et
des kinases Kssl1 et Fus3, appartenant a la famille des MAPK (Figure 4.2). Chez la levure, il
existe six MAPK. Elles présentent des motifs communs a la famille des MAPK des
eucaryotes. Les six MAPK de la levure sont associées a des réponses biologiques a des
stimuli spécifiques (Pour revue : Herskowitz 1995; Posas et al., 1998; Garrington et Johnson,
1999; Ammerer, 1994). Une souche délétée pour les six MAPK est viable. Cependant cette
viabilité est restreinte aux milieux du laboratoire, en dehors de ces conditions confortables,

une telle souche a trés peu de chance de survivre (Madhani et Fink, 1998).

Les MAPK Fus3 et Kssl activent le méme facteur de transcription Stel2. Ce dernier
est responsable de Il'activation transcriptionelle de nombreux geénes spécifiques a la
conjugaison ou bien spécifique a la croissance filamenteuse. Ainsi une méme cascade de
kinases est activée par différents signaux chez I'haploide et le diploide, et aboutit a des
résultats différents, du point de vue du développement dans les deux types de cellules (Liu et

al., 1993 ; Roberts et Fink, 1994).

Le facteur de transcription Stel2 est nécessaire pour l'induction de trois programmes
distincts, c’est-a-dire la réponse aux phéromones, l'invasivit¢ de I'haploide et le
développement pseudohyphal diploide. La spécificité de la réponse est apportée par un facteur
de transcription Tecl. Cette protéine interagit d'une facon coopérative avec Stel2 durant la
croissance filamenteuse. Stel2 se lie aux éléments de réponse aux phéromones appelées PRE,

dont la séquence consensus est TGAAACA (Errede et Ammerer, 1989).
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Tecl se fixe sur la séquence TCS (CATTCT). La séquence composite TCS plus PRE
constitue I'Elément de Réponse a la Filamentation ou FRE. Les geénes qui répondent aux
phéromones ne possedent qu’une séquence PRE. Sachant que Stel2 forme un dimére (ou un
hétérodimere Stel2-Mcml) (Johnson, 1995) en réponse aux phéromones et que Stel2
s'associe a Tecl pour exécuter le programme du développement filamenteux, comment
l'activation différentielle de Stel2-Stel2 versus Stel2-Tecl est-elle accomplie chez

I’haploide?

Les deux voies assurant respectivement la croissance invasive sur milieu YP glucose
et la réponse aux phéromones, utilisent deux MAPK différentes. Chez les cellules haploides,
en présence de phéromone, Fus3 est recrutée par Ste5, et ce faisant, Kss1 est exclue de la voie
MAP kinase sollicitée par le signal. De plus, Fus3 empéche 1’activation de Kss1, donc la mise
en place de la croissance invasive. Cependant, les processus conduisant a cette répression ne

sont pas connus (Elion, 2000).

Le groupe de J. Thorner (Cook et al., 1997) a précisé les roles de Fus3 et Kssl dans la
croissance invasive. Il a utilisé¢ 8 souches haploides portant toutes les combinaisons possibles
des alleles sauvages et des alleles délétés des geénes STE7, KSSI et FUS3. Les résultats

obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

STE7 + A + + A A + A
KSS1 + + A + A + A A
FUS3 + + + A + A A A
Conjugaison + - + + - - - -
Invasion + - - + + - + +
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Kss1 apparait avoir une action positive et Fus3 une action négative sur la croissance
invasive. Le mutant Aste7 Akssl Afus3 indique que la voie MAPK n’est pas nécessaire pour
cette croissance. Un mutant Astel ]l Aste7 Akssl Afus3 est encore invasif. Ceci indique qu’une
voie indépendante de la voie MAPK, mais vraisemblablement dépendante de Ras2, doit avoir
un role positif dans la croissance invasive. L’analyse de mutants ponctuels a permis de
préciser les actions de ces MAP kinases. Les mutants kss/-KL42R (pas de fixation de I’ATP)
et kssI-T183M, tous deux déficients dans 1’activité kinase de Kssl, sont inhibés pour la
croissance invasive encore plus sévérement que Akss/(Conte et Curcio, 2000 ; Madhani et al.,
1997). Ceci montre que Kssl a une fonction inhibitrice indépendante de sa fonction kinase.
La mutation fus3-K42R, mutation qui abolit I’activité kinase de Fus3, produit une croissance
invasive sensiblement moins invasive que celle causée par la mutation Afus3. Ceci implique

que Fus3 garde une action inhibitrice indépendante de sa fonction kinase.

Le modele proposé (Cook et al., 1997) pour expliquer les résultats, est présenté sur la

figure 4.3.

Kssl non activé a une action inhibitrice. La phosphorylation de Kssl par Ste7 lui
donne les propriétés d’un activateur. Fus3 fonctionne comme un répresseur, qualité répressive

qui est accentuée quand il est phosphorylé par Fus3.

Dans une souche diploide, FUS3, entre autres génes de la conjugaison, n’est pas
exprimé. Le mécanisme d’action de Kss1 a ét¢ mieux compris en suivant 1’effet de différentes
mutations sur la croissance pseudohyphale, chez les diploides, en milieu carencé en azote.
Des souches portant les mutations STEIl-4 et STE7-P368 sont hyper-filamenteuses.
L’introduction des délétions Akssi/Akssl ou Aste7/Aste7, fait disparaitre cette hyper-
filamentation. Ceci est conforme au fait que 1’action positive de Kss1 agit en aval de Ste7 ou
Stell. Des mutants kss/-K42R/kss1-K42R ou kssl-T183M/kss1-T183M qui ont perdu leur
activité kinase ne filamentent pas. Ainsi, comme chez 1’haploide, Kssl a un effet inhibiteur
quand il a perdu sa fonction kinase. Le mutant Akssl/Akssl filamente comme une souche
sauvage, de méme le double mutant Akssi/Aksl Aste7/Aste7, tandis qu’une souche
Aste7/Aste7 ne filamente pas. L’isolement des mutants kss/-E260G/kss1-E260G ou kssl-
D249G/kss1-D249G qui ne sont pas défectueux dans la fonction kinase, mais qui induisent
trés fortement les pseudohyphes, est en faveur d'une absence de fonction inhibitrice de ces

mutants kss/.
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Le modele proposé (Madhani et al., 1997) pour expliquer ces résultats, est présenté sur la

figure 4.4.

On sait que Kss1 interagit avec Stel2-Tecl. Les mutants kss/-E260G est inhibé pour
I'association avec Stel2-Tecl et présente une forte induction de FG(TyA)::lacZ . (La
transcription de FG(TyA)::1acZ est sous le controle d'un fragment du retro-transposon Tyl

dont le promoteur contient des sites FRE (Gavrias et al., 1996; Mosch et al., 1996).

L'activité kinase positive dépendante de Kss1 stimulant la filamentation nécessite les
facteurs de transcription DIGI et DIG2. Une souche AdiglAdig2 est hyperfilamenteuse. La
sur-expression de KSSI ou DIGI a partir d'un promoteur GAL inhibe la transcription
dépendante de FRE. La sur-expression de DIGI dans une souche Akss/ inhibe la transcription
dépendante de FRE. Cependant la sur-expression de KSS/ dans une souche Adig/ n'inhibe pas
la transcription dépendante de FRE. L'équipe de Tyers a montré que Digl/2 forment un
complexe avec Stel2-Tecl, Ste12-Stel12 et Kss1 ou Fus3. Un modele d'action de Digl/2 a été
proposé par Thorner et al : en absence de stimulation de la voie MAPK, les protéines du
complexe Kss1-Digl/2-Stel12-Tecl ne sont pas phosphorylées. En réponse a des signaux en
amont, Ste7 phosphoryle et active Kss1 ce qui conduit une dissociation de Kss1 du complexe
Digl/2-Ste12-Tecl. Kssl phosphoryle Digl/2 et Stel2 ou/et Tecl et empéche leur
association. Il en résulte une plus forte transcription dépendante de FRE (Bardwell et al.,

1998; Tedford et al., 1997; Cook et al., 1996) (Figure 4.5).

D'autres facteurs agissent en amont de la cascade MAPK régulant la transcription
dépendante de FRE. Deux petites protéines G, Ras2 et Cdc42, régulent la filamentation. Un
mutant dominant actif RASVall9 stimule tres fortement la filamentation dans une souche
sauvage. Cependant ce mutant n'a pas d'effet dans une souche Aste20 et présente une
inhibition partielle de la filamentation dans une souche délétée pour STE/I ou STEI2. Un
mutant dominant négatif cdc42Alall8 inhibe la croissance pseudohyphale. Un mutant
dominant actif CDC42Vall2 induit tres fortement la croissance pseudohyphale. Cette
induction est dépendante de la fonction de STE20. Un double mutant RASVall9 cdc42Alall8
n'est pas filamenteux. Cependant le mutant cdc42Alall8 n'inhibe pas 1'hyper-filamentation du

mutant STE1-4 (Stevensen B.J. et al Gen. Dev.1992, 6.1293).
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L'ensemble de ces résultats suggere que CDC42 est nécessaire pour l'activation de la
filamentation dépendante de RAS2 en agissant en aval de RAS2 (Gimeno et al., 1992; Mosch
et al., 1996).

D'autres facteurs sont nécessaires pour l'activation de la filamentation dépendante de
RAS?2. Les protéines 14-3-3 sont des protéines ubiquitaires hautement conservées dont la
fonction n'est pas bien définie. Les homologues chez la levure BMHI et BMH2 sont non
essentiels pour la viabilité ou la conjugaison. Cependant une souche AbmhlAbmh2 et
contenant RASVall9 ou CDC42Vall2 ne filamente pas. Une souche surexprimant BMHI ou
BMH? stimule 1'élongation cellulaire. Le mutant AbmhlAbmh?2 ne présente pas de cellules
allongées, mais fore 1'agar. Les protéines 14-3-3 interagissent physiquement avec Ste20. Chez
des mutants bmhl non filamenteux, le complexe Bmhl1/2 interagit faiblement avec Ste20.
Ainsi les protéines 14-3-3 sont spécifiquement nécessaires pour la signalisation dans la
cascade RAS2 MAPK au cours du développement pseudohyphale (Roberts, et al., 1997).
Bmhlet Bmh2 interagissent avec le domaine C-terminal de Ste20. Les protéines 14-3-3 sont
des régulateurs positifs de Ste20. Un régulateur négatif de Ste20 a été isolé, il s'agit de Hsl7,
c'est un régulateur négatif la protéine kinase Swel, qui est responsable de la phosphorylation
inhibitrice de la Tyr19 de Cdc28. Hsl7 interagit physiquement avec Ste20. Une souche Ahsl7
est déreprimée pour la filamentation. La sur-expression d’HSL7 inhibe la filamentation. Cette
inhibition est levée par la sur-expression de CDC42. Ceci suggere qu'en réponse a des stimuli
appropriés Ras2 active l'interaction de Cdc42 avec Ste20 et interfere avec la fixation d’Hsl7
avec Ste20 (Fujita et al., 1999). La protéine G Ras2 est un régulateur positif du niveau
intracellulaire de ' AMPc. Un mutant RASVall9 constitutif induit tres fortement la croissance
pseudohyphale (Gimeno et al., 1992). L'augmentation du niveau de I'AMPc intracellulaire est

une condition nécessaire a I'induction de la croissance pseudohyphale.
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6 Complexité des voies de régulation de la morphogenése filamenteuse

La voie MAPK est une voie essentielle a la croissance filamenteuse, mais ce n’est pas
la seule voie qui intervient dans la mise en place du processus de la différenciation
filamenteuse. La régulation de ce processus apparait étre trés complexe et fait intervenir

plusieurs mécanismes semblables a ceux impliqués dans le développement des métazoaires.

Une protéine G, Gpa2, est un activateur de la synthése de 'AMPc. Une souche Agpa?2
est inhibée pour la croissance pseudohyphale. Un alléle dominant actif gpa2Gly132Val induit
trés fortement la filamentation. Un alléle dominant négatif gpa2Glu299A4la inhibe fortement
la filamentation. GPA2 ne régule pas la cascade MAPK. Cependant I'addition de I'AMPc au
milieu de culture induit fortement la croissance pseudohyphale dans une souche sauvage et
méme dans une souche Agpa2 ou Apde2. PDE? est responsable de la conversion de I'AMPc
en AMP (Kubler et al., 1997; Lorenz et Heitman, 1997).

La protéine Gpa2 agit en aval d'une perméase pour I’ammonium NH4+, Mep2, qui
joue le role de senseur de NH4". Mep2 est nécessaire pour la croissance pseudohyphale, elle
ne régule pas la cascade MAPK. Cependant elle régule Ras2 et Gpa2. Marini et al., ont
montré que le facteur de transcription GIn3 active la transcription de MEP2. Une souche
Agln3 est réprimée pour la croissance pseudohyphale (Marini et al., 1997). Le géne URE2, qui
est homologue a celui d’une glutathione transférase, est nécessaire pour l'accumulation de
I’ARNm de MEP2 (Xu et al., 1995). Une souche Aure? est inhibée pour la croissance
pseudohyphale. L'activité de la perméase Mep2 nécessite la fonction de la protéine kinase
Nprl (Vandenbol et al, 1990). Une souche Amprl est inhibée pour la croissance
pseudohyphale. La sur-expression a partir d'un promoteur GAL1 de MEP2 ne restaure pas
filamentation dans une souche Agin3Aure?2. Il semblerait que les protéines GIn3, Ure2 et Nprl
sont nécessaires a la croissance pseudohyphale. Un modele qui explique la régulation de la
croissance pseudohyphale par MEP2 et GPA2 a été proposé par Lorenz et Heitman : la
carence en azote est ressentie par Mep2, qui produit un signal activateur de Gpa2 induisant

une libération de ' AMPc (Lorenz et Heitman, 1998).

Lorenz et al., ont révélé que Gprl, un récepteur couplé a des protéines G, ressent la
carence en azote et régule positivement la croissance pseudohyphale via la voie GP4A2 AMPc

(Lorenz et al., 2000). La protéine Gprl s'associe a Gpa2. Cette association dépend de la
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présence de la phospholipase Plcl spécifique aux phosphatidylinositols. Plcl interagit
physiquement Gpa2 et Gprl. Une souche Aplcl est inhibée pour la croissance pseudohyphale.
L'ensemble des résultats permet d'é¢laborer un modele intégrant I'ensemble des facteurs déja
cités : le récepteur membranaire Gprl ressent la carence en azote, se lie a la phospholipase
Plc1, ceci induit I'association de Gpa2 au complexe Gprl-Pcll et produit son activation. Gpa2

active la voie dépendante de ' AMPc (Ansari et al., 1999).

Les cibles de 'AMPc sont les protéines kinases PKA. Chez la levure, il existe trois
PKA : TPKI, TPK2 et TPK3. Une souche Atpk2 est inhibée pour la croissance
pseudohyphale. Cependant une souche Afpk3 est fortement stimulée pour la croissance
pseudohyphale. La délétion de TPKI n'a pas d'effet sur la croissance pseudohyphale.
Remarquablement un double mutant Apk2Atpk3 présente le méme phénotype que Aspk2. La
stimulation de la filamentation dans le mutant Azpk3 nécessite la fonction de 7PK2. La
recherche de protéines interagissant avec Tpk2 par double hybride a permis d'isoler SFLI.
C’est une protéine contenant un motif de liaison a 'ADN. Le mutant Asfl/ est stimulé pour la
croissance pseudohyphale. Un double mutant Asf7/Atpk2 présente le méme phénotype que
Asfll. Ceci suggere que SFLI agit en aval de TPK2. Les souches Asf11Atpk2 montrent une
augmentation de la transcription de FLO!I1 (Robertson et Fink, 1998; Pan et Heitman, 1999).
Cette dernicre est une protéine de la paroi nécessaire pour la filamentation. Elle appartient a
une famille de protéines FLO nécessaires a 1'adhésion cellule-cellule. Parmi les membres de la
famille FLO, la protéine Flo8, c'est un facteur de transcription nécessaire a la croissance
filamenteuse (Liu et al., 1996). Rupp et al., ont montré que FLOS est nécessaire a 1’expression
de FLOI1. En effet, une souche Aflo8 présente une tres faible expression de FLOI11. FLOS est
nécessaire a l'activation de la transcription de FLOI1 par la voie AMPc. Le promoteur de
FLOI1 contient une séquence FRE, site de fixation de Stel2-Tecl. Le promoteur de FLOI!
est treés large, il contient au moins quatre séquences d'activation (UAS) et neuf éléments de
répression, l'ensemble de ces séquences s'étale sur 2,8kb (Rupp et al., 1999; Lo et Dranginis,
1998; Lo et Dranginis, 1996; Gagiano et al., 1999). Une souche Aflol1 perd la capacité de
former des filaments et de forer 1’Agar. Cependant les cellules Aflol] restent étroites et
allongées, elles présentent une croissance polarisée de type pseudohyphale avec un retard en

G2/M et une activité normale de la cascade MAPK /RAS (Ahn et al., 1999).
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La protéine kinase Imel appartient a la famille Clk ou Cdk like kinase. Elle interagit
avec la forme active Gpa2-GTP dans un test double hybride in vitro. La sur-expression

d’IME] inhibe la croissance pseudohyphale (Donzeau et Bandlow, 1999).

La protéine Ashl (Assymetric Synthesis of HO) inhibe la transcription de HO dans les
cellules filles. La délétion d’ASH! inhibe la filamentation alors que sa sur-expression induit
trés fortement la filamentation. ASH/ agit indépendamment de la voie MAPK. La double
delétion de STE12 et ASH1 est nécessaire pour inhiber complétement la filamentation. La sur-
expression d’ASHI n’a pas d’effet sur la filamentation dans une souche Asze20. 1l semble que
STE12 et ASHI posseédent des effets additifs sur la filamentation. Ceci est vrai aussi pour le
facteur de transcription PHDI qui induit fortement la différenciation pseudohyphale dans une
souche Astel? Aashl (Chandarlapaty et Errede, 1998). Le facteur de transcription Phdl
appartient a une famille de protéines contenant un domaine de fixation a ’ADN du type
Swi4/Mbpl. Cette famille regroupe les protéines suivantes: Phdl, Xbpl, Sok2 et Efgl
(Candida albicans). Remarquablement 1’ensemble de ces protéines régulent la croissance
pseudohyphale. La localisation de Phd1 est nucléaire. La sur-expression de PHD/ induit tres
fortement la croissance pseudohyphale chez le diploide, mais elle n’a pas d’effet chez un
haploide. La délétion de PHDI n’a pas d’effet sur la filamentation sur un milieu carencé en
azote. Ces résultats suggerent que PHDI n’est pas essentiel a la croissance pseudohyphale sur
un milieu carencé en azote. Néanmoins il est possible que PHDI soit impliqué dans la
filamentation en réponse a des signaux autres que la carence en azote (Gimeno et Fink, 1994).
La séquence de Phd1 est tres similaire au facteur de transcription Sok2. Une souche Asok?2 est
fortement déréprimée pour la croissance pseudohyphale. Toutefois la sur-expression de SOK2
n’a pas d’effet sur la différenciation pseudohyphale. Une souche AphdlAsok2 n’est pas
déréprimée pour la croissance pseudohyphale. Ceci suggére que l’induction de la
différenciation pseudohyphale dans une souche Asok2 est un processus dépendant de la
fonction de PHD1 (Ward et al., 1995). L’ensemble de ces observations génétiques doit &tre
confirmé par des études biochimiques in vivo pour apporter une réponse claire sur le role de

ces facteurs dans la croissance filamenteuse.

Il existe d’autres genes qui régulent la croissance filamenteuse mais dont leur mode
d’action reste a déterminer. Parmi ces génes, I’ARNt-Glutamine qui semble étre un détecteur
de la nature de la source d’azote. Les mutations qui alterent I’ARNt-Glutamine induisent

fortement la croissance pseudohyphale. Cette induction est indépendante de la voie MAPK et
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de STE20 (Murray et al., 1998). Ainsi des processus cellulaires généraux, ici la traduction,
possedent un lien avec la différenciation filamenteuse. La sécrétion polarisée au cours de
I’exocytose fait intervenir un géne non essentiel et fortement conservé chez les eucaryotes, il
s’agit de SEMI. Son homologue humain est DSS/ qui semble jouer un rdle important dans les
malformations des mains et des pieds. Une souche délétée pour SEM1 est hyperfilamenteuse.
Ce phénotype est rétabli par I’expression du géne humain DSS/. Ces résultats suggerent la
présence d’un lien entre la sécrétion polarisée et la croissance filamenteuse (Jantti et al.,

1999).

La protéine Spa2 est localisée au niveau des sites de croissance. SPA2 est nécessaire
pour la morphogenése polarisée au cours du bourgeonnement, de la conjugaison et de la
croissance filamenteuse. Dans un test double hybride Spa2 interagit avec Stell et Ste7
(Roemer et al., 1998). Le méme test montre une interaction entre Stell, Ste7 et la protéine
Sphl. Spa2 est nécessaire pour une bonne localisation de Sphl au niveau du bourgeon. Les
mutants Asphl ou Aspa? ne sont pas filamenteux. Ces observations suggeérent que les
protéines Spa2 et Sphl sont essentielles a la croissance filamenteuse. SPA2 et SPHI agissent
ensemble pour réguler la morphogenese polarisée a travers la régulation des voies de

signalisation et de 1’actine du cytosquelette (Sheu et al., 1998; Sheu et al., 2000).

Plusieurs mutations au niveau du gene ACTI, qui code pour D’actine, inhibent la
filamentation (Cali et al., 1998). Dans un crible de recherche de mutants déficients dans la
croissance filamenteuse, plusieurs mutations dans des geénes codant pour des protéines du
cytosquelette ont été isolées : TPM1 (Tropomyosine), SRV2 (Protéine associée a la cyclase),

BNII (Formin) et SCA2 (Talin) (Yang et al., 1997; Mosch et Fink, 1997).
7 Régulation du cycle cellulaire au cours de la morphogenése filamenteuse

Pour maintenir une taille constante au cours de la prolifération cellulaire, la vitesse de
croissance de la cellule doit étre égale a la vitesse de division. Les facteurs qui gouvernent la
croissance doivent donc coordonner la régulation de deux processus distincts: 1) la
biosynthese cellulaire qui conduit a I'accumulation du matériel cellulaire et 2) la progression a
travers le cycle de division cellulaire (Neufeld et Edgar, 1998). Les premiéres études sur le
cycle cellulaire des cellules en croissance pseudohyphale sont relativement récentes. En 1994,
le groupe de Fink a décrit les différences macroscopiques dans le déroulement du cycle

cellulaire entre la forme levure et la forme pseudohyphale. Kron a utilisé la video-microscopie
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pour ces analyses. L'obstacle majeur pour étudier le cycle cellulaire pseudohyphale est
'absence de conditions permettant d'avoir des cellules en croissance pseudohyphale en culture
liquide. C'est la raison pour laquelle il n'existe pas d'études biochimiques de la croissance
pseudohyphale. Tous les résultats obtenus sur le processus de différenciation pseudohyphale
sont issus d’études génétiques. On s'apercoit que plusieurs données génétiques sur la
croissance pseudohyphale sont tres difficiles a interpréter et sont parfois contradictoires. Il est
donc clair que des études biochimiques sont indispensables pour la compréhension d'un
phénomene biologique complexe, en particulier I'étude des correspondances entre le
changement de la morphologie de la cellule et les modifications du cycle cellulaire. Les
modifications du cycle cellulaire sont-t-elles la cause ou la conséquence des changements

observés au cours du développement ?
7.1 Régulation de la morphogenése filamenteuse par les CDKs

La voie MAPK spécifique a la réponse aux phéromones présente une activité basale en
absence de phéromones. Cette activité est régulée en fonction du cycle cellulaire. La
transcription dépendante de STE12 est forte en G1 et diminue en phase S. La sur-expression
GALI::CLN2 inhibe fortement la transcription dépendante de STE[2/FUS3 et induit une
phosphorylation de Ste20. Des études d'épistasie montrent que les kinases Clnl1/2-Cdc28
agissent au niveau de Ste20. La protéine kinase Ste20 est un substrat de Cdc28 in vitro (Wu et
al., 1998). La sur-expression des cyclines CLN3, CLB2 ou CLBS5 n'a pas d'effet sur le niveau
de phosphorylation de Ste20. L'ensemble des formes phosphorylées de Ste20 sont capables de
phosphoryler la protéine MBP (substrat classique des MAPK) (Oehlen et Cross, 1998). Lew
et Reed ont montré que Clnl/2-Cdc28 sont nécessaires pour l'activation de la protéine G
Cdc42 qui est responsable de la polarisation de 1'actine du cytosquelette (Basco et al., 1995;
Lew et Reed, 1995). Ochlen et Cross ont proposé le modéle suivant : les kinases Clnl/2-
Cdc28 transforment la kinase Ste20 d'une forme active dans la réponse aux phéromones a
d'autres formes actives dans la croissance filamenteuse. C'est un mécanisme permettant
d'avoir une spécificité dans la transduction du signal en réponse a des signaux
environnementaux acheminés par une méme voie. Il est possible que la régulation des PAK
(p21-Activated Kinases) (Ste20) par les CDKs soit un mécanisme universel assurant la

spécificité de signalisation.

Une souche AclnlAcln2 inhibe la croissance invasive et I'hyperfilamentation induite

par la mutation STE[1-4 (Madhani et al., 1999). Barral et Mann ont montré qu'un mutant grr/
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stabilise les cyclines CLNI et CLN2 et induit la croissance pseudohyphale (Barral et al., 1995;
Barral et al., 1999). La protéine Grrl est une composante de 1'ubiquitine ligase SCF. Les
souches AgrriAstel2 et AgrrilAste2() présentent une transcription normale de FLOI1. La sur-
expression de CLNI ou CLN2 provoque une ¢longation cellulaire, mais ne rétablit pas la
croissance filamenteuse dans une souche Aste2(. L'ensemble de ces résultats suggere que

CIn1/2-Cdc28 régule la filamentation en agissant en parall¢le avec la cascade MAPK.

La protéine kinase Cdc28 est un régulateur central du cycle cellulaire. Des preuves
génétiques montrent que tout mécanisme aboutissant a l'inhibition de l'activité kinase de
Cdc28 induit une hyperfilamentation. L'ensemble de ces travaux ne montrent pas que l'activité
kinase associée a Cdc28 est normalement inhibée dans les conditions physiologiques de la
croissance filamenteuse, ni ne précise les mécanismes responsables de cette régulation
négative. Plusieurs facteurs seraient candidats pour accomplir cette fonction d'inhibition. La
protéine kinase Swel est responsable de la phosphorylation inhibitrice sur la Tyr19 de Cdc28.
La transcription de SWEI est périodique, avec un pic en phase G1 tardive. La protéine Swel
est instable pendant les phases G2 et M. La déphosphorylation de la Tyrl9 n'est pas
essentielle pour l'activation de Cdc28, alors que la déphosphorylation de I'homologue de cette
Tyr chez la kinase Cdc2 est essentielle pour l'activit¢ de Cdc2 (Amon et al.,, 1992). La
phosphorylation de la Tyrl9 par Swel inactive les complexes Cdc28-Clb1/2 et n'a pas d'effet
sur les complexes Cdc28-Clnl/2 et Cdc28-Clb3/4. La sur-expression de SWEI n'inhibe pas la
transition G1/S, mais induit un arrét du cycle cellulaire au stade deux lots d'ADN (Booher et
al., 1993). La déphosphorylation de la Tyr19 est assurée par la protéine phosphtase Mihl. Une
souche Amihl est hyperinvasive. La délétion de SWEI inhibe la croissance invasive. SWE1
est nécessaire pour l'induction de la filamentation dans les mutants Ahs/] et Aelml. Hsll et
Elml sont deux protéines kinases. Hsll est trés similaire a la protéine kinase Niml de S.
pombe. Niml est responsable de I'inhibition de la protéine kinase Weel, homologue de Swel
(Edgington et al., 1999). L'inhibition de Hsll induit une stabilisation de Swel et une
hyperfilamentation. Un double mutant Ahs/IAswel est inhibé pour la filamentation. Les
protéines Hsll et Hsl7 sont nécessaires pour la dégradation de Swel qui a lieu en phase G2/M
(McMillan et al., 1999). Un mutant Aelml est induit pour la croissance pseudohyphale
(Blacketer et al., 1993). Un double mutant AelmlAswel est inhibé pour la croissance
pseudohyphale. Les actions de SWE1, HSLI et ELM1 sont indépendantes de la voie MAPK.
Ces résultats suggerent que HSLI et ELM]I régulent l'activit¢ de SWEI. La protéine Swel

possede une activité inhibitrice indépendante de son activité kinase : Swel inhibe un mutant
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Cdc28Tyr19Phe (non phosphorylable par Swel) (McMillan et al.,, 1999). Swel est une
phosphoprotéine. La phosphorylation de Swel est corrélée avec l'activation de Cdc28 par
ClIb2. Une souche Aelml présente une hypophosphorylation de Swel. Ces résultats suggerent
que le complexe Cdc28-Clb2 active la kinase Elml responsable de la phosphorylation de
Swel (Sreenivasan et Kellogg, 1999). L'activation de la voie ELMI-HSLI-SWEI n'est pas
essentielle a la croissance pseudohyphale diploide. En effet, une souche haploide Aswel est
non invasive alors qu'une souche diploide Aswel est filamenteuse. Fink et al suggerent que la
voie MAPK produit un inhibiteur du complexe Clb-Cdc28. Cet inhibiteur serait absent dans
les cellules haploides. Ainsi la voie SWEI serait nécessaire pour la croissance invasive chez

I'haploide et n’interviendrait pas dans la croissance pseudohyphale diploide (Edgington et al.,

1999).
7.2 La croissance pseudohyphale est synchrone

Une caractéristique principale de la croissance pseudohyphale est la présence d'un
controle de la taille cellulaire a la mitose pendant la division cellulaire. La cellule
pseudohyphale posséde un bourgeon qui croit jusqu'a atteindre la taille de la cellule mere.
Durant cette période de bourgeonnement prolongée, les cellules meres présentent un
phénotype qui ressemble a celui des cellules bloquées en G2 (Surana et al., 1991). Kron et al
ont filmé des cellules en croissance sur milieu solide. Sur un milieu solide riche (YPD), le
bourgeon d'une cellule sauvage doit croitre jusqu'a atteindre les 2/3 de la taille de la cellule
mere pour que le septum apparaisse. C'est un marqueur de la fin de la cytokinese. La cellule
meére bourgeonne de nouveau et la cellule fille continue de croitre de maniére isotrope, c'est-a-
dire dans tous les sens, jusqu’a atteindre la taille de la cellule mére. Alors elle peut
bourgeonner. On parle d'une croissance asynchrone entre la cellule mére et la cellule fille

(Kron et al., 1994).

Sur un milieu carencé en azote, le bourgeon croit jusqu'a atteindre la taille de la cellule
mere. Aprés quoi un septum séparant la cellule mére et la cellule fille se met en place. Les
cellules restent attachées et forment une chaine. Les cellules mére et fille ont la méme taille et
bourgeonnent en méme temps. C'est une croissance synchrone. Le septum sépare
physiquement cellule mére et fille. Il n'existe pas de connexions cytoplasmiques ou de pores

entre les deux types de cellules.
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En milieu riche la phase G1 correspond a une période de croissance isotrope de la
cellule fille qui est nécessaire pour passer Start. Il existe un point de controle qui coordonne la
taille de la cellule et I'entrée en Start. En milieu pauvre, la phase G1 est trés courte ou
inexistante. Les mécanismes moléculaires responsables du retard en G2 et de I'absence de
phase G1 aboutissant a une synchronisation de la division entre cellule mére et fille sont
inconnus. La synchronisation est le résultat d'un retard dans le temps dans l'achévement
d'évenement nécessaire pour le cycle cellulaire et la persistance de la croissance et le
métabolisme de la cellule fille. En absence de controle de la taille, la cellule mére et fille

initient leurs cycles cellulaires en méme temps.

La synchronisation de la division cellulaire chez les cellules pseudohyphales serait le
résultat de I’activité¢ d'un point de controle dans le cycle cellulaire pseudohyphale qui
empéche la cellule mére d'initier la division cellulaire avant que le bourgeon n’atteigne sa
taille entieére. On ne dispose pas de données claires permettant de situer ce point de restriction
dans le cycle cellulaire pseudohyphale. Nos résultats et celle de Kron suggerent que ce point

de contrdle se situe en phase G2/M (Kron et al., 1994).

Le mutant STE11-4 induit constitutivement la croissance filamenteuse en milieu riche,
les cellules s'accumulent en phase G2/M. Ce phénotype est similaire a celui observé chez une
souche sauvage cultivée sur un milieu carencé en azote. Ces résultats suggerent que la voie
MAPK est a l'origine d'une régulation négative de la transition G2/M. La cible logique de
cette régulation négative est l'activité kinase du complexe Clb2-Cdc28. La phosphorylation de
la Tyr 19 de Cdc28 par la protéine kinase diminue l'activité Clb1/2-Cdc28. Cependant, une
souche AswelSTEI1-4 n'est pas inhibée pour la filamentation, mais elle a un phénotype
semblable a une souche STE11-4. Ceci suggere que l'action négative de la voie MAPK sur
l'activité Clb1/2-Cdc28 est indépendante de SWEI. L'inhibition de l'expression de CLBI1/2
abolit l'activité Clb1/2-Cdc28. Une souche délétée pour CLBI ou CLB2 est trés fortement
déréprimée pour la croissance filamenteuse en milieu solide. En milieu liquide les cellules
sont en partie allongées et elles présentent une accumulation en G2. La sur-expression de
GAL-CLBI ou CLB?2 inhibe fortement la croissance filamenteuse. La sur-expression de CLB3
ou CLB4 ou CLB)5 n'a pas d'effet sur la filamentation. Ceci suggere que Clb2-Cdc28 possede
une fonction antagoniste directe de la voie MAPK. En milieu riche, une souche STE/-4
présente un niveau protéique de Clb2 normal. Fink et al., proposent que la voie MAPK ne

régule pas l'expression ni la stabilité de la protéine Clb2. Que se passe - t - il réellement dans
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une souche sauvage en milieu carencé en azote? A quel niveau agit Clb2-Cdc28? Les doubles
mutants Aclb2Aste20, Aclb2Aste7 et Aclb2Astel2 sont inhibés pour la filamentation en milieu
carencé en azote. Une souche sur-exprimant CLBI ou CLB2 et contenant la mutation
RASVall9 est inhibée pour la filamentation. Ces données suggerent que la voie RAS/MAPK
agit en amont des cyclines mitotiques CLB1/2 au cours de la croissance filamenteuse (Ahn et
al.,, 1999). Chez le Xénope, des études suggeérent que la voie MAPK inhibe I’activité
mitotique de la kinase Cdc2-cycline B (Palmer et Nebreda, 2000).

7.2.1 Le facteur de transcription Xbpl1

L'expression de CLB2 est régulée par un facteur de transcription XBP/ (Xhol site-
binding protein). C'est un membre de la famille des protéines Swi4/Mbpl. Cette famille de
protéine présente un domaine de fixation a I'ADN tres conservé. Xbpl est une petite protéine
de 17kDa, elle contient un domaine central de 39 acides aminés qui présente 40 % d'identité
et 77 % d'homologie avec la moiti¢ du domaine C-terminal de fixation a I'ADN des facteurs
de transcription Swi4 et Mbpl. Il n'y a pas d'homologie entre Xbpl et Swi4/Mbp1 en dehors
de la région de fixation a I1'ADN. Le site consensus de liaison de Xbpl,
GgCTCGAG/AGC/Aga/G, est une séquence palindromique avec un site de restriction pour
I'enzyme Xhol au centre. Le site de liaison de Xbpl est similaire aux sites de fixation de
Swi4/Swi6 (SCB) et Mbp1/Swi6 (MCB), mais il différe par rapport a ces éléments par une
substitution d'une base au centre du consensus. Xbpl ne se lie pas aux sites de fixation de
Swi4/Swi6 ou Mbp1/Swib. Le promoteur de Xbpl contient plusieurs éléments de régulation
par les signaux du stress. L'expression de Xbpl est induite par un choc thermique, une forte
pression osmotique, un stress oxydatif, des dommages a 'ADN ou une carence en glucose.
L'expression de XBP1 est induite pendant la sporulation. La perte de XBP1 n'abolit pas la
méiose, cependant la formation des asques est retardée de quelques heures (Mai et Breeden,

1997; Mai et Breeden, 2000).

La fusion de Xbpl au domaine de liaison a 'ADN de LexA montre que Xbpl agit
comme un répresseur de la transcription. La protéine Xbpl est le seul répresseur de la
transcription connu dans la famille Swi4/Mbpl. La sur-expression de XBPI n'a pas d'effet
global sur la transcription, elle induit une répression de 1'expression des geénes des cyclines
CLNI, CLN3 et CLB2. La cycline G1, CLNI et son répresseur Xbpl sont importantes pour
une bonne efficacité de sporulation mais elles ne sont pas essentielles a ce processus (Mai et

Breeden, 1997; Mai et Breeden, 2000; Colomina et al., 1999).
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Nous avons montré que XBPI est essentiel a la différenciation pseudohyphale (Miled et al.,

2001).

7.2.2 Les protéines FKH (Forkhead)

Les protéines FKH appartiennent a une famille conservée de facteurs de transcription.
Les protéines de cette famille sont caractérisées par la présence d'un motif de fixation a 'ADN
de 110 résidus. Chez les métazoaires, ces protéines sont impliquées dans I’embryogenése et le
développement. Chez I'homme, les protéines forkhead sont impliquées directement dans le
cycle cellulaire (Pati et al., 1997). La protéine Fkh2 est localisée dans le noyau. Chez la
levure, la délétion de FKH?2 provoque une réduction de l'expression de CLB2. La délétion de
FKHI et FKH? retarde la progression dans le cycle cellulaire et induit fortement la croissance
filamenteuse. Une souche Afkh2 présente un petit fuseau mitotique et une migration anormale
des noyaux. Ainsi FKH]I et surtout FKH?2 affectent la migration nucléaire et la structure du
fuseau mitotique. La délétion de STE/2 ou FLOII n'inhibe pas la filamentation dans une
souche AfkhiAfkh2 Cependant I'hyper-filamentation induite dans cette souche est supprimée
en sur-exprimant CLB2. Ces résultats suggerent que le role majeur des protéines Fkhl et Fkh2
est de réduire l'activité kinase Clb2-Cdc28 au cours du cycle cellulaire (Hollenhorst et al.,

2000).

Le motif de liaison de Fkhl est trés similaire au motif de liaison du facteur SFF (Swi
Five Factor), dont les composantes sont inconnues. Ce motif se trouve en amont d’un groupe
de genes contenant CLB2 et appelé « groupe CLB2 ». La transcription de FKH1 et FKH?2 est
induite spécifiquement en phase S. L’expression de CLB2 ou de SWI5 n’oscille pas dans une
souche Afkh2, mais elle est trés faiblement exprimée constamment durant le cycle cellulaire.
D’une fagon remarquable ; les protéines Fkhl et Fkh2 peuvent étre activateurs ou inhibiteurs
de la transcription du méme géne. Ceci est vrai pour la transcription du géne SWI5. En
réponse a la phéromone a, SWI5 n’est pas exprimé dans une souche sauvage mais il est
exprimé dans une souche AfkhIAfkh2. Les puces a ADN ont montré qu’une souche
Afkh1Afkh?2 traitée a la phéromone o présente un profil normal d’expression de la plupart des
genes, excepté ceux du groupe CLB2 formé de 33 geénes. Parmi eux 20 genes dont CLBI et
CLB2, ne sont plus régulés au cours du cycle cellulaire et ont perdu 1’oscillation de leur
expression, en comparaison avec une souche sauvage. L’absence d’oscillation et 1’expression

faible mais constitutive de CLB2 ont ét¢ observées dans une souche délétée pour les sites SFF
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du promoteur de CLB2 (Maher et al., 1995). La transcription du groupe CLB2 est activée par
la kinase C1b2-Cdc28. Le mutant AfkhlAfkh2 induit une réduction de ’activité Clb2-Cdc28 et
serait a ’origine de I’induction de la filamentation. La sur-expression de FKH2 dans une
souche sauvage inhibe fortement la filamentation. Un triple mutant Astel2/AfkhlAfkh?2
présente le méme phénotype qu’une souche AfkhlAfkh2. La sur-expression de FKH2 dans une
souche Astel2 n’inhibe pas la filamentation résiduelle. L’ensemble de ces résultats suggérent
que le facteur de transcription Stel2 réprimerait I’expression de FKHI/2 qui serait

responsable, (quand il est exprimé) de la répression de la filamentation (Zhu et al., 2000).
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CHAPITRE 5

Environnement et virulence chez Candida albicans
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1 C. albicans est un pathogéne majeur chez ’homme

La levure S. cerevisiae est généralement non pathogene. Néanmoins S. cerevisiae est a
I’origine de quelques cas d’infections mortelles chez des patients transplantés ou
immunodéprimés suite a une infection par le HIV ou atteints par un cancer, des vaginites ou
des infections oropharyngiques (Bernhardt et al., 2000). Les souches pathogénes sont
caractérisées par une capacité a croitre a 42°C et a produire des filaments et elles sont

résistantes aux agents antifongiques.

Les vaginites provoquées par les levures touchent pres de 75 % des femmes a certains
stades de leur vie. Pres de 12 % souffrent des vaginites récurrentes qui persistent des mois et
parfois une année. C. albicans est responsable de 90 % des cas (Fidel et Sobel, 1996; Murphy
et Kavanagh, 2001). Malgré les thérapies appropriées, la mortalit¢ due aux infections

systémiques par Candida albicans est proche de 30 % (Gale et al., 1998).

C. albicans est un champignon pathogéne trés répandu chez [’homme,
particulierement chez les patients immunocompromis. Ce champignon peut coloniser une
large gamme de micro-environnements dans I’organisme, y compris les vaisseaux sanguins,
les muqueuses superficielles et la majorité des organes internes durant les maladies
systémiques. C. albicans est pléiomorphique et subit des transitions morphogéniques
réversibles entre les formes de croissance pseudohyphale et hyphale. Un pseudohyphae est
formé par un ensemble de cellules attachées et séparées par un septum. Les cellules
pseudohyphales terminales donnent naissance a des chlamydospores qui sont des cellules
rondes tres peu é€tudiées (Ernst, 2000). Les cellules formant une hyphe sont ¢galement
attachées, mais ne présentent pas de septum entre les cellules. La forme pseudohyphale est un
intermédiaire entre la forme levure (cellule isolée) et la forme hyphale, et il existe des
différences claires entre les cycles cellulaires des différentes formes. Une variété de signaux
déclenchent la morphogenese in vitro (au laboratoire). Il est probable que plusieurs réponses a
ces signaux reflétent des interactions qui s’établissent entre le champignon et son héte in vivo.
La morphogenése filamenteuse est une condition nécessaire a la virulence, permettant a C.
albicans d’envahir les tissus humains (Kondo et al., 1997). En général la forme levure
prédomine durant une colonisation des muqueuses chez un individu normal, mais les formes

filamenteuses émergent quand les défenses immunitaires de 1’hote sont affaiblies.
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Les signaux responsables de la morphogenese chez C. albicans sont souvent liés au
stress. Par exemple, des changements simultanés dans la température et le pH activent la
filamentation. Plusieurs milieux de culture utilisés pour induire la croissance filamenteuse in
vitro présentent une carence en azote. Par exemple, le sérum, le plus fort inducteur de la
filamentation a 37°C est composé de nutriments trés pauvres en azote et en carbone.
L’addition de glucose et d’acides aminés au sérum provoque la réversion vers la forme levure.
Les signaux produits par 1’hote changent au cours de I’infection en fonction de 1’évolution du
micro-environnement envahi par les cellules et le temps de progression de 1’invasion. Les
filaments sont produits au cours des étapes précoces de la colonisation des tissus, cependant la
forme levure est observée dans les tissus nécrosés. Les cellules filamenteuses qui poussent
dans un sérum in vitro réversent vers la forme levure seulement quand les protéines du sérum
sont dégradées par les protéinases, ainsi les cellules filamenteuses donnent naissance a la

forme levure lorsque les nouveaux tissus infiltrés deviennent nécrosés (Hube et al., 1994).

La compréhension des mécanismes moléculaires de la morphogenése chez C. albicans
est basée sur la trés forte conservation au cours de 1’évolution des voies de transduction du
signal. La majorité des génes impliqués dans la transduction du signal chez C. albicans ont
¢été isolés en utilisant des cribles génétiques chez la levure S. cerevisiae. Ces cribles exploitent
la capacité des genes de signalisation de C. albicans de complémenter ou de supprimer (Liu et
al., 1994) des défauts dans les geénes correspondants de S. cerevisiae. Récemment la séquence
complete du génome de C. albicans a permis d’isoler directement les génes impliqués dans la
transduction du signal en se basant sur les similitudes de séquence
(http://alces.med.umn.edu/Candida.html). Néanmoins, I’analyse fonctionnelle de ces genes
dépend encore fortement de S. cerevisiae parce que les hiérarchies des régulateurs des

phénomenes de transduction sont bien mieux caractérisées dans cette levure.

Au cours des dernicres années la fréquence des infections a augmenté
considérablement. Les infections opportunistes chez les patients immunodéprimés
représentent une cause commune de mortalité et de morbidité en forte augmentation (Fisher et
al., 1998). Plusieurs facteurs ont contribu¢ a 1’augmentation des infections opportunistes :
I’expansion du nombre de malades et/ou des populations atteints par le virus HIV,
I’augmentation des naissances prématurées, les traitements prolongés par chimiothérapie et
par immunosuppression apres transplantation, [’utilisation extensive de la chirurgie, et

I’augmentation de [’utilisation des prothéses et cathéters accompagnés par des traitements
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avec les corticostéroides et les antibiotiques (Walsh et al., 2000).La seconde raison de
I’augmentation des infections par C. albicans est liée a la mise en ceuvre de traitements tres
peu efficaces, et ceci malgré ’existence de plusieurs produits antifongiques (Lundstrom et
Sobel, 2001). En effet, ces médicaments sont souvent toxiques. Les agents antifongiques
disponibles actuellement sont peu nombreux et appartiennent a un nombre de classes
chimiques limitées. La lenteur des progres dans la découverte des antifongiques est due au fait
que les champignons sont des eucaryotes et les agents qui inhibent la synthése des protéines,
de I’ARN ou de I’ADN posseédent un grand potentiel de toxicité. Un autre probléme surgi ces
dernicéres années est 1’apparition de résistances aux médicaments antifongiques en clinique.
(Boschman et al., 1998). Tous ces aspects ont contribué a donner de I’importance a la
recherche sur les infections fongiques. Récemment, un aspect qui a recu beaucoup d’attention
est celui de I’identification des facteurs de virulence qui contribuent a la pathogénicité de ces

organismes.

2 Candida albicans et la réponse aux variations des conditions

environnementales

Les souches sauvages de levures s’adaptent aux variations des conditions de
I’environnement pour survivre. La physiologie cellulaire de ces microorganismes est
facilement influencée par I’environnement. De nombreux signaux environnementaux activent
diverses voies de signalisation dans la cellule induisant une régulation de cibles spécifiques.
L’organisme humain possede des propriétés et des ¢léments favorables a I’expression de la
virulence de C. albicans. La température corporelle, le sérum, le pH, la teneur en oxygene et
la nature de la source de carbone et d’azote de 1’organisme sont de régulateurs importants de
la morphologie et du cycle cellulaires et en général du pouvoir pathogéne de C. albicans

(Ernst, 2000).
2.1 Effets de la température de ’organisme humain

Les faibles températures inhibent la croissance filamenteuse chez S. cerevisiae et C.
albicans (Résultats et (Ernst, 2000)). La voie AMPc régule la croissance filamenteuse chez S.
cerevisiae (Gimeno et al., 1992; Mosch et al., 1996) et C. albicans. La délétion des deux
copies de CaTPK?2 inhibe fortement la croissance hyphale induite par le sérum ou par le
milieu Spider seulement a 28°C alors que le mutant Atpk2 homozygote présente une

morphogénese hyphale normale a 37°C. Ainsi la température élevée compense 1’inactivation
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de la voie AMPc chez C. albicans (Sonneborn et al., 2000). Le facteur de transcription EFG/
joue un role central dans le développement hyphal chez C. albicans. Un mutant homozygote
Aefgl ne forme pas d’hyphes en réponse aux inducteurs standards (Lo et al., 1997; Stoldt et
al., 1997). Un apport faible d’oxygene induit la croissance filamenteuse chez une souche
sauvage et une forte stimulation de la filamentation chez un mutant Aefg/ homozygote
(Sonneborn et al.,, 1999). La croissance des colonies incrustées dans 1’agar induit la
filamentation du mutant Aefg/ (Riggle et al., 1999). Ces résultats suggerent que le facteur de
transcription EFGI n’est pas essentiel a la filamentation induite par I’hypoxie ou
I’incrustation des colonies dans 1’agar, mais plutdt inhibe ce processus. Ceci suggere
I’existence d’une autre voie indépendante d’EFG et qui serait activée en réponse a I’hypoxie
ou I’incrustation des colonies dans I’agar. La sur-expression du facteur de transcription CZF'/
stimule la croissance filamenteuse seulement dans les colonies incrustées dans 1’agar. La
délétion homozygote du gene EFGI inhibe la filamentation dans les colonies incrustées dans
I’agar seulement a 25°C et non pas a 37°C. Ceci suggere que CZFI contribue a la
filamentation en réponse a l’incrustation des colonies dans 1’agar seulement a basses
températures (Brown et al., 1999). Il est donc possible sinon probable que la température de
37°C active une autre voie (ou plusieurs) indépendante des facteurs EFGI et CZF1 qui est
essentielle a la croissance filamenteuse dans les souches Aefgl et Aczfl. Ainsi des
environnements différents de 1’hote activent des voies distinctes au cours de 1’infection ; le
sang renferme le sérum, qui est un puissant inducteur de la voie EFG, le passage a travers les
tissus peu oxygénés provoque une hypoxie, comparable a 1’incrustation des colonies dans
I’agar qui active la voie CZF 1, enfin la température de 37°C induit une autre voie essentielle a
la filamentation et la virulence, les ¢léments de cette voie hypothétique sont inconnus. Chez
I’homme, il existe une corrélation entre la morphologie et la localisation de C. albicans au
cours des infections fongiques. En effet, les cellules de C. albicans ont une forme ronde au
cours des infections cutanées, ou la température est inférieure a 37°C, alors que les formes
filamenteuses sont prédominantes au cours des infections des organes internes ou la

température de 1’organisme est de 37°C (Figure 5.1).
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2.2 Environnement et sexualité

La levure C. albicans était longtemps considérée comme asexuelle. Le génome de C.
albicans contient les homologues responsables du « mating » et de la méiose chez S.
cerevisiae. Plusieurs de ces genes complémentent des mutants stériles de S. cerevisiae. Chez
les champignons, la reproduction sexuée est conservée et contrélée par les génes situés au
niveau du locus MAT qui est généralement présent sous forme hétérozygote dans une souche
diploide. Hull et al ont construit des souches diploides a/a ura-/ura- et o/ax ade-/ade-. Apres
un séjour de quelques heures dans une souris, des souches tetraploides sauvages a/a o/ ont
¢été isolées. La conjugaison ne se produit que seulement entre des souches de sexes opposés.
Ces observations suggérent que C. albicans est capable de conjuguer pour former des
tétraploides qui pourraient passer la méiose et donner des diploides. Les signaux qui
déclenchent la conjugaison sont produits par I’héte et sont inconnus (Gow et al., 2000; Hull et

al., 2000; Magee et Magee, 2000; Odds et al., 2000).

2.3 Autres facteurs environnementaux

La carence en azote induit une élongation cellulaire en milieu solide et liquide chez S.
cerevisiae (Miled et al., 2001; Gimeno et al., 1992). La carence en glucose induit la
croissance invasive chez 1’haploide (Cullen et Sprague, 2000). La carence en azote ou en
glucose induit la croissance filamenteuse chez C. albicans (Liu et al., 1994). La carence en
azote induit la voie MAPK (Ste20, Ste7 et Kssl) et active le facteur de transcription Stel2
chez S. cerevisiae. La voie similaire chez C. albicans est composée des kinases Stel1, Hst7 et
Cekl1 et le facteur de transcription Cphl. Cette voie est essentielle a la croissance hyphale
seulement en milieu SLAD et Spider solides, mais elle n’est pas essentielle en milieu liquide
par exemple (Leberer et al., 1996). Les souches mutées dans CST20, HST7 ou CPHI ne sont
que partiellement avirulentes (Ernst, 2000; Whiteway, 2000) (Figure 5.2).

Chez S. cerevisiae, un pH égale 5 est favorable a 1’¢longation cellulaire en milieu
liquide carencé en azote (Miled et al., 2001 et résultats). Chez C. albicans, un pH acide inhibe
le développement hyphal. Le facteur de transcription PRR2 induit I’expression des genes
spécifiques a la réponse au pH alcalin et réprime les génes exprimés spécifiquement en

réponse au pH acide (Ramon et al., 1999).
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Les mutations dans le facteur général de transcription TUPI induit une croissance
exclusivement pseudohyphale. Ainsi le facteur TUP/ maintient la forme levure. Un modele
propos¢ par Magee suggere que I’expression d’EFG/ suite a la levée de 1’inhibition par le
facteur de transcription Rbfl induit une inhibition de TUPI (Magee et Magee, 2000; Braun et
Johnson, 1997). La délétion du facteur RBFI stimule la croissance pseudohyphale chez C.
albicans (Ishii et al., 1997).

La virulence est seulement atténuée dans un mutant Aefg/ (Ernst, 2000). La
déacétylase SIR2 controle la structure de la chromatine et I’expression génique (Landry et al.,
2000). La protéine Rad6 (enzyme d’ubiquitination) intervient dans la protection contre les
UV. Les facteurs SIR2 et RAD6 sont des répresseurs de la croissance hyphale chez C.
albicans (Perez-Martin et al., 1999; Leng et al., 2000).
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Résultats
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Reésultats 1

La répression de I’expression des cyclines
B par Xbpl contribue aux modifications
de la morphologie et du cycle cellulaire en
réponse a une carence en azote
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1 Introduction

L’¢longation cellulaire est la caractéristique principale des cellules en croissance
pseudohyphale. La croissance polarisée du bourgeon commence au point Start du cycle
cellulaire lorsque Cdc28 est activée par Clnl et Cln2. Cette croissance est inhibée par
I’activité kinase Cdc28-CIbl,2 a la fin de la phase S. L’inhibition de I’activité¢ kinase
mitotique serait a ’origine de la croissance hyperpolarisée et le retard observé dans la
transition métaphase/anaphase dans des cellules sauvages sur-exprimant PHDI (Kron et al.,
1994). 1l existe au moins quatre mécanismes potentiellement responsable de 1’inhibition de

I’activité Cdc28Clb1/2 :

(1)La production d’un inhibiteur du complexe Cdc28-Clb.
(2)Une phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 19 de Cdc28 par la kinase Swel.
(3)Une inhibition de I’expression des cyclines B.

(4)Une régulation négative de la phosphorylation activatrice de la thréonine 169 de Cdc28 par
Cakl.

Swel semble ne pas avoir un réle important dans 1’¢longation cellulaire. Les divers
cribles génétiques utilisés pour identifier un inhibiteur hypothétique n’ont rien donné. Dans

une souche STE11-4 (hyperfilamenteuse) le niveau d’expression de CLB2 n’est pas affecté

(Ahn et al., 1999).

Nous avons utilis¢ un Chémostat pour montrer qu'en réponse a une carence en azote
l'expression des cyclines mitotiques CLBI et CLB2 sont en moindre quantité qu’en présence
d’azote. La diminution de la quantité¢ de CLBI et CLB2 inhibe l'activité kinase des complexes
CIb1/2-Cdc28, induisant ainsi un retard en G2 et une ¢longation cellulaire caractéristiques du
développement filamenteux. Ceci résulte de la répression transcriptionnelle des genes CLBI
et CLB2 par la protéine Xbpl. Nous avons découvert que le facteur de transcription XBP/ est
essentiel pour la différenciation filamenteuse et qu’il est fortement induit en réponse a une

carence en azote.
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2 Reésultats

2.1 Les mutants de Cakl présentent une dérépression de la croissance

pseudohyphale

Les bases moléculaires de 1’¢longation cellulaire et de 1’inhibition de la mitose au cours
de la croissance pseudohyphale sont inconnues. Les mutants cakl/ (comme cakl-4) sont
déréprimés pour la croissance pseudohyphale a température permissive. On observe le méme
phénomene dans les mutants cdc28 et les mutants Aclb2 (Figure 1 de ’article, page 102). Ces
résultats montrent qu’une inhibition partielle de I’activit¢ CAK induit la différenciation
pseudohyphale. L’inactivation de la voie MAPK par délétion de STE20 ou STEI2 ou TECI,
ou I’inactivation de la voie AMPc par délétion de GPA2 ou la sur-expression de PDE?2 ou la
délétion d’ASHI ou PHDI ou RAS2 inhibent fortement la croissance pseudohyphale dans un
mutant cakl-4 (Figure 2 de I’article). Ainsi la dérépression de la croissance pseudohyphale
dans le mutant cakl-4 dépend des voies de régulation normales de la différenciation
pseudohyphale dans une souche sauvage. Un mutant CDC28-43244 porté par un plasmide
multicopie inhibe la croissance pseudohyphale dans une souche cakl-4 et dans une souche
sauvage sur un milieu solide pauvre en azote (Figure 1 de I’article). Ceci suggere que la
déphosphorylation de la thréonine 169 de Cdc28 est nécessaire pour la croissance
pseudohyphale. La sur-expression de CDC28 ou de CAKI a partir d’un promoteur fort,

GALL, n’inhibe pas la filamententation dans une souche sauvage (Figure 1.1).

wt wt GAL-CDC28 wt GAL1-CAK]I

Figure I.1 La sur-expression de CDC28 ou CAKI ne
supprime pas la croissance pseudohyphale. Les cellules
sont cultivées pendant 1 jour a 28°C.
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2.2 Les cultures en Chémostat permettent d’avoir une culture homogene
de cellules

Les populations de cellules cultivées sur un milieu carencé en azote sur une boite sont
dans un état physiologique hétérogene ; une proportion tres faible de cellules forment des
filaments qui pénetrent a I’intérieur de 1’agar. Les cellules qui se trouvent a I’intérieur de la
colonie seraient plus carencées que les cellules aux fronticres de la colonie ou celles qui
forment les filaments projetés a I’extérieur de la colonie. Nous avons ensemencé un millier de
cellules sur une boite contenant un milieu carencé en azote et nous avons examiné 1’état des
cellules aprés 19, 36 et 72h a 25°C. Aprés 19h les cellules sont majoritairement
bourgeonnantes, avec 4N ADN. Aprés 36h la majorité¢ des cellules ne forment pas de
bourgeon et contiennent 2N ADN. Apres 2 jours, trés peu de cellules forment des filaments.
Les cellules produisant des filaments et qui présentent un cycle cellulaire actif sont
minoritaires sur milieu carencé en azote solide (Figure 3A de D’article). Pour surmonter le
probléme de I’hétérogénéité des populations de cellules en culture sur milieu carencé en azote

solide, nous avons choisi d’examiner les cultures cellulaires en chémostat.

Les cellules cultivées en milieu liquide carencé en azote dans un chémostat se trouvent
dans un environnement homogene dans lequel le degré de carence en azote est strictement
controlé et il est facile de préparer des quantités importantes de cellules pour les analyses
biochimiques. Les cellules carencées en azote en chémostat sont plus fines et plus allongées
comparées aux cellules cultivées en milieu riche. Les filaments ne sont pas observés en milieu
carencé en azote en chémostat, mais occasionnellement des groupes de 3 ou 4 cellules sont
visibles. Seules les cellules diploides carencées en azote sont allongées et filamentent
(Gimeno et al., 1992). Nous avons trouvé que les cellules haploides ne sont pas allongées au
cours de la croissance en milieu carencé en azote en chémostat. L expression du mutant
CDC28-43244 inhibe I’¢élongation cellulaire et la filamentation des cellules sauvages en
milieu carencé en azote en chémostat et également sur milieu solide (Figure 3C de Dlarticle).
Finalement I’expression du geéne rapporteur Tyl-LACZ régulée par les facteurs de
transcription TECI-STEI2 est induite pendant la croissance filamenteuse et nous avons
observé une tres forte induction (12 fois) en milieu carencé en azote en chémostat comparée a

un milieu riche (Figure 3D de I’article).
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2.3 Effet du pH sur I’élongation cellulaire en milieu carencé en azote

Les conditions expérimentales du milieu solide carencé en azote, décrites pour la
premiere fois par Gimeno (Gimeno et al., 1992), ne permettent pas d’avoir des populations
cellulaires homogeénes sur des boites carencées en azote. Cette hétérogénéité n’a pas été
expliquée. Nous n’avons pas pu avoir des cellules allongées en milieu carencé en azote non
tamponné en chémostat. Nous avons testé les tampons succinate, phosphate et phtalate et nous
avons obtenu des cellules allongées a pH 5 seulement avec le tampon phtalate. A pH inférieur
a 2,5 et au-dessus de 7 les cellules cultivées en milieu carencé en azote en chémostat ne
s’allongent pas. Ceci montre que le pH optimum pour 1’élongation en réponse a une carence
en azote est proche de 5. Nous avons aussi observé que les colonies sur milieu tamponné

carencé en azote en boite sont homogenes (Figure 1.2).

wt pH2.,5 wt pHS wt pH7

Figure 1.2 A pH=2,5 ou a pH=7, les cellules ne
sont pas allongées. A pH=5 les cellules sont
allongées. Les cellules sont cultivées en chémostat
en milieu carencé en azote pendant 2 jours a 25°C.
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2.4 Réduction de DP’expression des cyclines mitotiques au cours de la
croissance en milieu carencé en azote.

Nos analyses par FACS et microscopie montrent que les cellules diploides carencées
en azote en chémostat possédent une proportion plus €levée de cellules sans bourgeon avec
2N ADN comparées aux cellules cultivées en milieu riche. Cette accumulation en phase G1
serait le reflet de I’inhibition de la croissance cellulaire et le passage de Start due a la carence
en azote. Nous avons aussi comparé la fraction de cellules contenant un simple noyau
(cellules en pré-anaphase) et les cellules contenant deux noyaux (cellules en post-anaphase).
Les cellules diploides en croissance en milieu carencé en azote en chémostat possédent une
proportion plus élevée de cellules en pré-anaphase comparé aux cellules cultivées en milieu
riche (Figure 3F de I’article). Ces résultats suggerent que les cellules carencées en azote en
chémostat sont retardées dans la transition métaphase a anaphase aprés avoir accumulé

suffisamment de masse pour passer Start et commencer un nouveau cycle cellulaire.

Les résultats génétiques suggerent que I’inhibition de 1’activité Cdc28-cyclin B est
responsable de 1’¢longation cellulaire et du retard en pré-anaphase observées en condition de
carence en azote (Ahn et al., 1999). Nos résultats génétiques semblent indiquer que la
déphosphorylation partielle de Cdc28 serait nécessaire a la croissance filamenteuse. C’est
pourquoi nous avons examiné 1’état de phosphorylation de Cdc28 au cours de la croissance en
milieu carencé en azote. Cdc28 est majoritairement phosphorylée sur la thréonine 169 dans
les cellules diploides cultivées en milieu riche. Cette thréonine est majoritairement
déphosphorylée dans un mutant cakl-4 a température permissive et complétement
déphosphorylée a la température restrictive de 37°C. Nous avons examiné le taux de
phosphorylation de Cdc28 dans des cellules en chémostat a I’équilibre au cours de la
croissance en milieu carencé en azote, en milieu carencé en glucose, dans des cellules a la
surface des boites carencées en azote et dans des cellules en phase stationnaire. Nous avons
observé une déphosphorylation partielle de Cdc28 en milieu carencé en glucose en chémostat,
cependant Cdc28 est majoritairement phosphorylée sur la thréonine 169 dans des cellules
sauvages en milieu carencé en azote en chémostat ou a la surface des boites carencées en
azote apres deux jours ou en phase stationnaire (Figure 4A de I’article). Ainsi la croissance en
milieu carencé en azote ou en phase stationnaire n’induisent pas une déphosphorylation de

Cdc28 sur la thréonine 169.
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Puisque la phosphorylation activatrice de Cdc28 n’est pas réduite au cours de la
carence en azote, nous avons examiné le niveau de la protéine Clb2 dans des cellules
diploides sauvages cultivées en milieu carencé en azote en chémostat et en milieu riche. Le
niveau protéique de Clb2 est fortement réduit dans des cellules cultivées en milieu carencé en
azote. Au contraire le niveau protéique de Clb2 ne diminue pas dans des cellules haploides
sauvages cultivées en milieu carencé en azote en chémostat ou dans des cellules diploides
cultivées en milieu carencé en glucose en chémostat (Figure 4B de I’article). Ces résultats
montrent que la diminution du niveau de Clb2 est spécifique au développement des cellules
diploides en réponse a une carence en azote et ne représentent pas une réponse a une carence

non spécifique.

Il a été montré que le niveau de Clb2 ne diminue pas dans un mutant STE/ /-4 cultivé
en milieu riche compar¢ au niveau de CIb2 dans une souche sauvage (Ahn et al., 1999). Les
cellules STE11-4 donnent des pseudohyphes sur un milieu riche et ont été proposées comme
modele pour I’étude de la croissance filamenteuse chez les cellules sauvages. Nous avons
examiné le niveau de Clb2 dans les cellules STE71-4 cultivées en milieu carencé en azote en
chémostat. Contrairement aux cellules diploides sauvages, les cellules STE7 /-4 ne présentent
pas une diminution du niveau de Clb2 en milieu carencé en azote (Figure 4B de D’article).
Ainsi la mutation STE] -4 empéche la réduction du niveau de CIb2 observé dans les cellules
sauvages cultivées en milieu carencé en azote en chémostat. Il semble que le mutant STE71-4

ne refléte pas la réponse des cellules diploides en carence en azote.

2.5 Modification de D’expression génique au cours de la croissance en

milieu carencé en azote en chémostat

Nous avons utilis¢é la RT-PCR quantitative pour déterminer si la chute au niveau
protéique de CIb2 dans les cellules sauvages cultivées en milieu carencé en azote en
chémostat est corrélée avec une chute du niveau des ARNm CLB2. Nous avons aussi
déterminer le niveau d’expression d’autres cyclines. Nous avons utilisé le niveau des ARNm
du geéne ACTI, qui est constant au cours de la croissance en milieu carencé en azote en
chémostat et en milieu riche, comme standard de normalisation. Le niveau des ARNm de
CLB1,2 et 5 est réduit d’un facteur de 5 a 7 dans les cellules sauvages cultivées en milieu
carencé en azote en chémostat comparé au milieu riche en chémostat, cependant le niveau de

CLB3 est inchangé. Le niveau des ARNm de CLNI,2 (Figure 5 de I’article) et des protéines
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Clnl (Figure 1.3) diminuent faiblement en milieu carencé en azote en chémostat, les ARNm

de CLN3 augmentent faiblement.

Clnlp
1 <4——— Bande parasite
S Ciiha
1 2 3

Figure 1.3 Le niveau protéique de Clnl
diminue faiblement en milieu carencé en
azote en chémostat

1.wt (milieu riche)

2.wt (milieu carencé en azote en chémostat)
3.Aclnl(milieu riche)

L’expression de CLB2 est réprimée par le répresseur Xbp1l au cours de la sporulation.
L’expression de XBP1 est induite en réponse aux stress (Mai et Breeden, 2000). Nous avons
trouvé que le niveau des ARNm de XBP/ augmente au moins 8 fois en milieu carencé en
azote en chémostat dans des cellules sauvages comparé¢ au milieu riche en chémostat. Xbp1
est nécessaire a la diminution de 1’expression des ARNm de CLB2. En effet dans un mutant
Axbpl, les niveaux des protéines et des ARNm de CLB2 ne diminue pas en milieu carencé en
azote en chémostat (Figure 4D de I’article). La réduction de ’expression de CLBI et CLB2
réduit I’activité kinase de Cdc28-Clbl,2, ceci peut expliquer I’élongation cellulaire en milieu
carencé en azote. Nous avons aussi trouvé que l’expression du rapporteur Tyl-LACZ
augmente d’un facteur de 3 dans les mutants Aclb2, cakl-4 et cdc28-6 en milieu riche (Figure
3D de l’article). Cette induction de D’expression de STEI2-TECI est bien corrélée avec
I’¢longation cellulaire et ’augmentation de la filamentation dans ces mutants. Ceci suggere

que Cdc28-Clbl,2 peut inhiber le complexe d’activation de la transcription Stel2-Tecl.
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2.6 L’expression de Cksl, Cdc37 et Kin28 n’est pas modifiée en réponse a
une carence en azote, mais Kin28 est déphosphorylée au cours de la

croissance en milieu carencé en glucose en chémostat.

Nous avons montré que le niveau de phosphorylation de Cdc28 est réduit dans des
cellules sauvages cultivées en milieu carencé en glucose en chémostat. Ceci suggere que
I’activité CAK est réduite dans ces conditions. Nous avons donc analysé ’effet de la carence
en glucose sur le niveau de phosphorylation de Kin28 dans une souche sauvage dans les
mémes conditions. Nous avons trouvé que le niveau de phosphorylation de Kin28 est
fortement réduit comparé a la souche sauvage (Figure 1.4). La déphosphorylation de la
thréonine 162 de Kin28 est plus importante que la déphosphorylation de la thréonine 169 de
Cdc28 dans les mémes conditions. Ainsi Kin28 est plus sensible a une réduction de I’activité

de Cakl que Cdc28.

‘ <+— Kin28H

‘ <+— Kin28HAP

Figure 1.4 Kin28HA est majoritairement non phosphorylée dans les
cellules diploides en milieu carencé en glucose en chémostat.(1)
Souche sauvage en YPD (2) Souche sauvage en milieu carencé en
azote en chémostat (3) Souche sauvage en milieu carencé en azote
sur boites (4) Souche sauvage en phase stationnaire (5) Souche
sauvage en milieu carencé en glucose en chémostat (6) Souche
sauvage en YPD, Kin28 n’a pas de HA.
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Au cours de la croissance filamenteuse le profil général de 1’expression protéique est

modifi¢ comme le montre la figure 1.5.

Figure 1.5 Profil d’expression
protéique de cellules (A)
cultivées en milieu riche
liquide (YPD) et récoltées a
DO=0,6 et (B) en milieu
carencé en azote en chémostat
a 25°C. M pour marqueur de
poids moléculaires.

Cks1 est une petite protéine hautement conservée dont la fonction est trés peu définie
et qui s’associe au domaine C-terminal des CDKs (Bourne et al., 1996). Des interactions
génétiques, physiques et fonctionnelles entre CKS1, CDC28 et le protéasome sont décrites
dans la littérature (Kaiser et al., 1999). Cdc37 est une co-chaperonne agissant de concert avec
Hsp90. La fonction de Cdc37 est nécessaire a la stabilit¢ de Cakl (Farrell et Morgan, 2000).
Des mutants de CDC37 sont colétales avec des mutations dans les kinases CAKI, CDC28 et
KIN28 (Faye, communication personnelle). Le niveau d’expression des protéines Cksl,

Cdc37 et Kin28 n’est pas modifié¢ en réponse a une carence en azote (Figure 1.6).

<4— Cdc37

<4—— Bande parasite
«4—— Cksl

1 2 3 4

Figure 1.6 Le niveau protéique de Cksl1 et de Cdc37ne change pas en milieu
carencé en azote en chémostat. Cellules sauvages en (1) milieu riche (2)
milieu carencé en azote en chémostat (3) milieu carencé en glucose en
chémostat (4) phase stationnaire.
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2.7 XBP1 est nécessaire a la croissance pseudohyphale

Nous avons construit une souche diploide Axbpl et nous avons trouvé qu’elle est
inhibée pour la filamentation pseudohyphale en milieu carencé en azote avec le dextrose ou le
glycérol comme source de carbone. Les cellules diploides Axbpl ne sont pas allongées en
milieu carencé en azote en chémostat. La sur-expression de XBPI a partir d’un promoteur
GALT1 stimule la croissance pseudohyphale (Figure 6 de I’article). Ainsi XBPI est nécessaire
a la croissance pseudohyphale dans les cellules diploides sauvages. Pour tester si XBP/I est
requise pour la répression de CLB2 au cours de la croissance en milieu carencé en azote, nous
avons délété CLB2 dans une souche Axbpl. La délétion de CLB2 restaure I’élongation et la
filamentation cellulaire du mutant Axbpl sur boite carencée en azote. Ainsi Aclb2 est
largement épistatique sur Axbpl. Ces résultats suggerent que CLB2 est une cible importante
de répression par Xbp!l au cours de la croissance en milieu carencé en azote. Nous avons aussi
analysé les interactions génétiques entre XBP/ et la voie MAPK qui régule la différenciation
filamenteuse. L activation constitutive de la voie MAPK par I’expression du mutant dominant
STE]11-4 restaure la filamentation dans une souche Axbp/ en boite carencée en azote. Au
contraire la sur-expression de XBPI dans les mutants Astel2 et Atecl ne restaure pas le défaut
de la filamentation (Figure 6 de I’article). Ces résultats montrent que 1’activation constitutive
de la voie MAPK peut détourner la nécessité de XBPI dans la croissance filamenteuse, mais
la sur-expression de XBPI ne peut pas détourner la nécessité des facteurs de transcription
TECI et STE12. Ainsi ces résultats placent la fonction de XBPI en amont ou en parallele de la
voie MAPK.

3 Discussion

3.1 La répression de I’expression de CLB2 par Xbpl est nécessaire a
I’élongation cellulaire en réponse a une carence en azote

L’¢longation cellulaire est la caractéristique principale de la filamentation. Les
mécanismes moléculaires responsables de cette ¢longation sont inconnus. Ce phénotype peut
étre expliqué par une absence d’inhibition de la croissance polarisée du bourgeon au cours de
la phase G2. Il existe au moins quatre mécanismes potentiellement responsables de
I’inactivation des complexes Cdc28-Clb1/2. L’inhibition de Cdc28 par une phosphorylation
sur la tyrosine 19 par Swel, inhibition de Cdc28-Clb1/2 par un inhibiteur du genre Sicl, une
diminution de I’expression des cyclines CLBI/2, une diminution du niveau de Ila

phosphorylation activatrice de Cdc28 par Cakl. Swel n’est pas nécessaire a 1’élongation
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cellulaire au cours de la croissance filamenteuse (Ahn et al., 1999). On n’a pas de preuves qui
suggerent la présence d’un inhibiteur Cdc28-CIb1/2. Cependant la sur-expression de CLBI ou
CLB2 (Ahn et al., 1999) ou le mutant CDC28-43244 (ce travail) inhibe 1’¢longation cellulaire
et la filamentation en réponse a une carence en azote. La délétion de CLB2 ou I’inactivation
partielle de CDC28 ou CAK1 stimule fortement I’¢longation cellulaire et la filamentation. Nos
résultats génétiques montrent qu’une réduction du niveau de CLB2 ou qu’une inhibition
partielle de Cakl ou Cdc28 pourraient €tre a I’origine d’une réduction de I’activité mitotique
Cdc28-Clb2. Ainsi des analyses biochimiques sur des cellules sauvages sont nécessaires pour
déterminer le mode de régulation de 1’activité Cdc28-Clb2 au cours de la croissance dans un
milieu carencé en azote. Les cellules cultivées sur un milieu solide carencé en azote se
trouvent dans un état physiologique hétérogene. Les cellules a I’intérieur de la colonie sont
plus carencées que les cellules a la périphérie des colonies ou que les cellules formant des
filaments. Seulement quelques cellules a la périphérie et sous les colonies développent des
filaments qui pénétrent dans 1’agar ou s’étalent sur toute la surface de la boite de culture apres
une longue période d’incubation. Nous avons utilisé les cultures en chémostat pour
déterminer la voie responsable de 1’¢longation cellulaire en réponse a une carence en azote
dans les cellules sauvages. Cette technique est simple et permet d’obtenir des quantités
importantes de cellules homogenes nécessaires aux analyses biochimiques. Les cellules
sauvages cultivées en milieu carencé en azote en chémostat sont plus fines et plus allongées
que les cellules cultivées en milieu riche en chémostat. Cette ¢longation cellulaire est
spécifique aux cellules diploides, en réponse a une carence en azote, et elle est accompagnée
par une forte induction de la transcription a partir d’un promoteur dépendant des facteurs

STE12-TECI spécifiques de la filamentation.

L’¢longation cellulaire dépend aussi du pH du milieu de culture. Un pH égale a 5 est
nécessaire a 1’¢longation cellulaire en réponse a une carence en azote en chémostat.
L’utilisation des tampons succinate ou phosphate n’a pas permi d’obtenir des cellules
allongées en réponse a une carence en azote en chémostat. Il est possible que ces tampons
sont métabolisés en carence en azote ce qui inhibe 1’¢longation cellulaire. Nous avons donc
choisi le phtalate parce qu’il n’est pas métabolisé par la cellule. Les cellules cultivées en
milieu carencé en azote non tamponné sont a 1’origine de 1’acidification du milieu de culture
qui serait responsable de I’inhibition de 1’¢longation cellulaire en réponse a une carence en
azote. On peut imaginer qu’a pH 5 des senseurs sont activés et transmettent le signal pour

activer des génes spécifiques de I’¢longation cellulaire.
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3.2 La réduction de la phosphorylation activatrice de Cdc28 est une
régulation possible en réponse a une carence en azote

Les conditions de carence en azote que nous avons testées n’ont pas permis d’observer
une régulation de la phosphorylation activatrice de Cdc28 au cours de la filamentation en
utilisant la technique de séparation des formes non phosphorylée et phosphorylée de Cdc28.
Cette technique ne permet pas de distinguer entre une phosphorylation activatrice sur la
thréonine 169 réalisée par Cakl et une phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 19 réalisée
par Swel. En effet nous avons vu que Swel pourrait jouer un rdle dans la différenciation
filamenteuse (Ahn et al., 1999), c’est pourquoi nous avons vérifi¢ que le profil de migration
de Cdc28 sur le gel, que nous avons utilisé, n’est pas modifi¢ dans une souche sauvage
cultivée dans un milieu carencé en azote en chémostat et exprimant un mutant cdc287169E,
qui n’est pas phosphorylable sur la thréonine 169. Ainsi toutes autres modifications apportées
éventuellement sur Cdc28 ne modifient pas le profil de migration de Cdc28 dans ces

conditions (Figure 1.7).
3 4 5

1< Cdc28HA

Cdc28HA-

Figure 1.7 Le profil de migration de Cdc28T169E-HA n’est pas modifié
dans les cellules diploides en milieu carencé en azote en chémostat. (1)
Souche sauvage en YPD, Cdc28 n’a pas de HA (2) Souche sauvage en YPD
(3) Souche sauvage portant un plasmide contenant un allele CDC28T169FE
(CDC28-43244) en milieu carencé en azote en chémostat (4) Souche
sauvage en milieu carencé en azote en chémostat (5) Mutant cakl-4 (Les
souches sont incubées a 25°C).

Nous avons observé une déphosphorylation partielle de Cdc28 sur la thréonine 169 en
réponse a une carence en glucose. Le groupe de Sprague a montré que la carence en glucose
induit une légere ¢élongation cellulaire au cours de la croissance invasive chez les cellules
haploides (Cullen et Sprague, 2000). Nous n’avons pas observé de diminution du niveau de
CLB2 au cours de la croissance des cellules haploides en milieu carencé en glucose en
chémostat. La réduction de la phosphorylation de la thréonine 169 de Cdc28 en réponse a une
carence en glucose pourrait expliquer le phénotype observé au cours de la croissance invasive.
Il est possible d’envisager que la carence en azote doive étre associée a d’autres conditions

pour induire une régulation négative de la phosphorylation activatrice de Cdc28 par Cakl en
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réponse a une carence en azote dans une souche diploide, pour expliquer les résultats

génétiques que nous avons trouve.

3.3 Xbpl réprime ’expression de CLB2 en réponse a une carence en azote

XBP1 est un facteur de transcription induit en réponse aux stress. Nous avons trouveé
que le facteur XBP1 est essentiel a la filamentation. XBP/ est trés fortement induit en réponse
a une carence en azote. L’induction de XBPI dans les cellules sauvages cultivées en milieu
carencé en azote en chémostat est tres rapide (apres 2 heures de culture). Les facteurs de
transcription STE12 et TECI sont essentiels a la croissance filamenteuse. Les sites consensus
reconnus par Stel2 et Tecl sont présents dans le promoteur de XBPI. Ceci suggere que XBP1
pourrait étre une cible de la voie MAPK. Les facteurs de transcription FKHI et FKH2 sont
des régulateurs négatifs de la croissance filamenteuse. La dé¢létion des facteurs de
transcription FKHI et FKH?2 induit une diminution de I’activit¢ Cdc28-Clb2 (Zhu et al.,
2000). Les genes FKHI et FKH?2 renferment plusieurs sites consensus de fixation de Xbpl. Il
est possible aussi qu’au cours de la filamentation, Xbp1 réprime 1’expression des genes FKH/
et FKH2 qui serait aussi a I’origine de la réduction de I’activité du complexe Cdc28-Clb2.
Remarquablement le promoteur de XBPI contient plusieurs sites consensus de fixation de
FKHI et FKH2. Ainsi une boucle de retrocontrole négative serait responsable de 1’inhibition
de FKHI et FKH?2 par Xbpl au cours de la filamentation et de ’inhibition de XBPI par Fkh1

et Fkh2 au cours de la croissance en milieu riche (Figure 1.8 Mod¢le).

o Milieu riche

1
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Milieu carencé en azote

<
1

Figure 1.8 Modele : En milieu riche FKHI,2 répriment I’expression de XBP1, par
contre en milieu carencé en azote XBP réprime I’expression de FKH1,2.
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3.4 Kin28 pourrait jouer un role mineur au cours de la différenciation
filamenteuse, mais elle serait impliquée dans la réponse a une carence
en glucose

Nous avons observé une forte réduction de la phosphorylation de la thréonine 162 de

Kin28 au cours de la croissance d’une souche sauvage diploide en milieu carencé en glucose.

Cependant Cdc28 est moins fortement déphosphorylée dans les mémes conditions. Il est

possible que Cakl phosphoryle Cdc28 avec une efficacité plus importante que Kin28. Il est

possible aussi qu’en réponse a une carence en glucose, un inhibiteur du genre Farl mais
spécifique a kin28, empécherait Cakl de phosphoryler Kin28 et serait a 1’origine de la chute
du niveau de kin28 phosphorylée. Des tests d’activité de Cakl dans ces conditions apportera

une réponse claire.

Nos résultats génétiques suggerent que Kin28 pourrait avoir un réle mineur au cours
de la croissance filamenteuse. En effet, nous avons observé une légére €longation cellulaire
dans une souche mutante diploide £ homozygote kin28-2. Les mutations dans le géne CDC28
induisent aussi une ¢élongation cellulaire et une dérépression de la croissance filamenteuse,
cependant les cellules sont moins allongées et filamentent moins, comparées au mutant cak!-
4. Ceci suggére que I’¢longation cellulaire observée chez les mutants cak/ n’est pas du
uniquement a la réduction de I’activité Cdc28-Clb2 et que la réduction de la phosphorylation
de la thréonine 162 de Kin28 contribuerait a 1’¢longation cellulaire des mutants cakl. Ainsi
I’inhibition de la CAK transmettrait un signal a deux voies paralléles, la voie CDC28 qui

régule le cycle cellulaire et la voie KIN28 qui régule la transcription.

Nous avons observé aussi que la sur-expression de CDK7 ou la cycline H dans une
souche sauvage stimule fortement la filamentation et induit la formation des blastopores. Nos
résultats montrent que la sur-expression de CDK7 et de la cycline H ne complémente pas une
souche kin28-2 et ccli-1 respectivement a température restrictive. Ces résultats suggerent que
la sur-expression de CDK7 et de la cycline H inhiberait 1’activité de Cdc28 et/ou Kin28 et qui
aurait pour conséquence une trés forte induction de la filamentation, mais ceci n’explique pas
I’induction de la différenciation blastoporale. Les mécanismes impliqués dans le
développement des blastopores sont inconnus. Il est donc possible que la sur-expression de
CDK?7 ou la cycline H induisent une signalisation spécifique a la différenciation blastoporale

(Figure 1.9).
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3 jours 5 jours

Figure 1.9 La sur-expression de

CDK7 ou de la cycline H
A stimulent fortement la croissance
filamenteuse et la différenciation
blastoporale. (A) Une souche
sauvage diploide sur-exprimant
CDK7 ou (B) Cycline H et
incubée sur un milieu carencé en
azote pendant 3 et 5 jours. Les
cellules rondes sont appellées
« Blastopores ».

e

Blastopores

4 Conclusion

Nous avons utilis¢ un Chémostat pour montrer qu'en réponse a une carence en azote,
I'expression des cyclines CLBI et CLB2 est réprimée par le facteur de transcription Xbpl en
réponse a une carence en azote. La diminution de la quantit¢é de CLBI et CLB2 inhibe
l'activité kinase des complexes Clb1/2-Cdc28, induisant ainsi un retard en G2 et une
¢longation cellulaire (Figure 1.10) caractéristiques de la différenciation filamenteuse. Nous
avons découvert que le facteur de transcription XBPI est fortement induit en réponse a une

carence en azote et qu’il est essentiel pour la filamentation (Figure I.11).
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Yeast cells undergo morphological transformations in response to diverse environmental signals. One such
event, called pseudohyphal differentiation, occurs when diploid yeast cells are partially starved for nitrogen on
a solid agar medium. The nitrogen-starved cells elongate, and a small fraction form filaments that penetrate
the agar surface. The molecular basis for the changes in cell morphology and cell cycle in response to nitrogen
limitation are poorly defined, in part because the heterogeneous growth states of partially starved cells on agar
media are not amenable to biochemical analysis. In this work, we used chemostat cultures to study the role of
cell cycle regulators with respect to yeast differentiation in response to nitrogen limitation under controlled,
homogeneous culture conditions. We found that Clbl, Clb2, and CIb5 cyclin levels are reduced in nitrogen-
limited chemostat cultures compared to levels in rich-medium cultures, whereas the Xbp1 transcriptional
repressor is highly induced under these conditions. Furthermore, the deletion of XBPI prevents the drop in
ClIb2 levels and inhibits cellular elongation in nitrogen-limited chemostat cultures as well as inhibiting
pseudohyphal growth on nitrogen-limited agar media. Deletion of the CLB2 gene restores an elongated
morphology and filamentation to the xbplA mutant in response to nitrogen limitation. Transcriptional acti-
vation of the XBP1 gene and the subsequent repression of CLB gene expression are thus key responses of yeast

cells to nitrogen limitation.

Many yeast cells in the wild undergo morphological transi-
tions in response to diverse environmental signals. Transitions
between yeast and filamentous forms have been implicated in
foraging for nutrients, in the avoidance of toxins, and in the
infection of plants and animals by fungal pathogens (33, 38).
Most laboratory strains of Saccharomyces cerevisiae respond
poorly to such environmental stimuli, apparently because early
yeast geneticists selected mutants that maintained stable yeast-
form growth that were easier to cultivate in the laboratory (26).
Recent work suggests that more feral yeast strains show mor-
phological differentiation in response to a rich variety of sig-
nals. Diploid yeast cells undergo pseudohyphal differentiation
in response to limited nitrogen starvation (16), in the presence
of alcohols (9, 31), or in the presence of some types of sugars
(14, 23, 46). Haploid yeast cells can show invasive growth on a
nitrogen-rich agar medium in response to a depletion of fer-
mentable carbon sources (8, 41). The best studied of these
morphological transitions is that of diploid yeast cells subjected
to a partial nitrogen starvation, in which case the starved cells
elongate and are inhibited for entry into anaphase in mitosis
(4, 22). On agar media containing limiting nitrogen, a fraction
of the cells form pseudohyphal filaments that penetrate the
agar surface.

Two major signal transduction pathways involving a mito-

* Corresponding author. Mailing address for Carl Mann: SBGM-
Bat. 142, CEA/Saclay, F-91191 Gif-sur-Yvette Cedex, France. Phone:
33-169 08 34 32. Fax: 33-1 69 08 47 12. E-mail: mann@jonas.saclay.cea
fr. Mailing address for Gérard Faye: Institut Curie d’Orsay, Centre
Universitaire-Bat. 110, F-91405 Orsay, France. Phone: 33-1 69 86 30
29. Fax: 33-1 69 86 94 29. E-mail: faye@curie.u-psud.fr.

3714

gen-activated protein (MAP) kinase cascade and the cyclic
AMP (cAMP)-dependent protein kinase pathway have been
implicated in pseudohyphal differentiation (33, 37, 39). These
pathways are thought to activate key transcription factors,
Stel12-Tecl (32) and Flo8 (26, 39, 42, 43), that control the
expression of genes required for pseudohyphal differentiation.
Both transcription factors contribute to the expression of
FLOI1, a gene encoding a cell surface protein implicated in
the adhesion of cells that form pseudohyphal filaments (18, 23,
27, 28). Several other transcription factors, including Phdl
(15), Ashl (5), and Sok2 (47), also regulate pseudohyphal
growth and contribute to the expression of FLOI11 (38). In
addition, the related transcription factors Fkh1 and Fkh2 may
repress some aspects of pseudohyphal growth by promoting
the expression of a set of genes in S phase (the CLB2 cluster)
that includes the mitotic cyclin gene CLB2 (19, 40, 48).
Cellular elongation is one of the most evident aspects of
nitrogen-limited growth of yeast cells. This elongation is due to
a prolonged period of polarized growth to the bud apex (24).
Polarized bud growth is initiated at the Start of the cell cycle,
when Cdc28 is activated by the G, cyclins Clnl and Cln2 (25),
and inactivation of Clnl and Cln2 inhibits pseudohyphal
growth (29). Apical growth in yeast is blocked by the appear-
ance of the Cdc28-ClIb1,2 mitotic kinases (25), and it was sug-
gested that an inhibition of this kinase activity explains the
hyperpolarized growth and a delay at the metaphase-to-an-
aphase transition, seen in wild-type cells overexpressing the
PHDI gene when they were spread on the surface of synthetic
low-ammonium dextrose (SLAD) agar plates (22). The mech-
anism of this inhibition has not yet been elucidated. In this
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TABLE 1. Yeast strains®

Strain Genotype Source
CSY1000 MATa leu2::hisG ura3-52 G. Fink
CSY1004 MATa leu2::hisG ura3-52 ras2::KANMX4 This study
CSY2003 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 civi-4/civi-4 This study
CSY2027 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 gpa2::KANMX4/gpa2::KANMX4 This study
CSY2029 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 ashl::KANMX4/ash1::KANMX4 This study
CSY2032 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52jura3-52 ashl:KANMX4/ashl::KANMX4 civl-4/civi-4 This study
CSY2034 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 gpa2::KANMX4/gpa2::KANMX4 civi-4/civI-4 This study
CSY2068 MATa/o ste20A/ste20A ura3-52/ura3-52 civI-4/civi-4 This study
CSY2069 MATa/o stel2A/ste]2A ura3-52/ura3-52 civi-4/civi-4 This study
CSY2124 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 xbp1::KANMX4/xbp1::KANMX4 This study
CSY2030 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRP1 ura3-52/ura3-52 phdl:KANMX4/phdl::KANMX4 This study
CSY2033 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 phdl:KANMX4/phdl::KANMX4 civl-4/civi-4 This study
CSY2125 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 tecl::KANMX4/tec1::KANMX4 This study
CSY2028 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 ras2::KANMX4/ras2::KANMX4 This study
CSY2031 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 ras2::KANMX4/ras2:KANMX4 civl-4civi-4 This study
CSY2123 MATa/a leu2::hisG/LEU?2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 This study
CSY2126 MATa/o leu2:hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 cdc28-6/cdc28-6 This study
CSY2127 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52fura3-52 clb2::KANMX4/clb2::KANMX4 This study
CSY2128 MATa/o leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 STE11-4-(URA3)/STE11-4-(URA3) This study
CSY2222 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 xbp1::KANMX4/xbp1::KANMX4 This study

clb2::KANMX4/clb2::KANMX4
CSY2223 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 xbp1::KANMX4/xbp1::KANMX4 STE11-4-(URA3)/ This study
STE11-4-(URA3)
HLY952 MATa/o stel2A/stel2A ura3-52/ura3-52 G. Fink
HLY492 MATa/a ste20A/ste20A ura3-52/ura3-52 G. Fink

“ All strains are congenic with %1278b.

work, we used chemostats to study the regulation of Cdc28-Clb
kinases in wild-type cells during nitrogen-limited growth.

MATERIALS AND METHODS

Yeast strains and low-ammonium agar media. The yeast strains used in this
work are listed in Table 1. PCR-based deletion of coding sequences with the
KANMX4 cassette was performed as previously described (30) for MATa and
MATa haploid strains of the 31278b background. Homozygous diploid strains
were then produced by mating. The civi-4 (45) and cdc28-6 mutant genes were
introduced into the 21278b background by cloning the mutant genes into the
pRS306 (URA3) integrative vector and targeting the mutant genes to their
corresponding chromosomal loci by digesting with a restriction enzyme that cuts
once within the promoter region of the gene and transforming MATa ura3 and
MATo ura3 haploid strains of the 31278b background. Ura™ transformants were
then streaked on 5-fluoro-orotic acid (5-FOA) plates at 24°C in order to select
for excision of the integrated plasmid (2). Ura™ colonies growing on the 5-FOA
plates were then replica plated on yeast extract-peptone-dextrose (YPD) plates
at 37°C to screen for those excision events that retained the civI-4 and cdc28-6
thermosensitive mutations. The resulting haploid strains were then mated to
generate homozygous diploid strains. Homozygous diploid civI-4 ste20A and
civi-4 stel2A strains were constructed by integrating one copy of pRS306-civi-4
into CSY2067 and CSY2066, followed by selection for plasmid excision on
5-FOA plates and, finally, retransformation with pRS306-civI-4 and a second
round of plasmid excision at 24°C on 5-FOA plates. The doubly transformed
strains were then replica plated at 37°C to test for the replacement of both copies
of the wild-type gene by the civi-4 mutation.

SLAD agar medium was prepared as previously described (16). A low-ammo-
nium glycerol medium (SLAYP) supported pseudohyphal growth of wild-type
cells but not xbp! mutants (see Fig. 6). SLAYP was composed of 1.7 g of yeast
nitrogen base (YNB) without amino acids and without ammonium sulfate
(Difco) per liter, 50 mM sodium phthalate (pH 5), 25 mg of ammonium sulfate
per liter, 3% glycerol, and 2% agar.

Plasmids. A SacI-HindIII XBPI fragment (—1995 bp 5" of the ATG start
codon and 187 bp downstream from the TAA stop codon) was prepared by PCR
and inserted into the corresponding sites of the pRS416 (CEN-URA3) vector. A
Sacl-HindIlI fragment beginning with the ATG start codon of XBPI and ending
187 bp downstream of the TAA stop codon was prepared by PCR and cloned
into the corresponding sites of the pYES2 (2um URA3-pGAL) vector in order to
place XBPI under the control of the GAL promoter in a multicopy vector. The

CDC28-43244 gene was isolated from pSF19-CDC28-43244 (7) by partial diges-
tion with Xhol and Xbal and inserted into the YEplac195 (2um URA3) vector.
The pFG(TyA)::lacZ-LEU2 reporter construct was a gift from Gerry Fink, the
STE11-4 gene was a gift from George Sprague, and pGR103 (2um URA3-PDE?2)
was a gift from Georges Renault and Michel Jacquet.

Chemostat cultures. Chemostat cultures were performed at 25°C in a simple,
custom-made 1-liter glass vessel (see Fig. 3B) and using general conditions that
were outlined previously (4). Fresh medium was delivered from the reservoir to
the culture vessel with a peristaltic pump at a flow rate of 100 ml/h. For nitrogen
limitation studies, cells were cultured in a filter-sterilized, synthetic, low-ammo-
nium phthalate medium (SLAP) composed of 1.7 g of YNB per liter without
ammonium sulfate and without amino acids (Difco), 50 mM sodium phthalate
(pH 5.0), 100 mg of ammonium sulfate per liter, and 30 g of dextrose per liter.
Sodium phthalate is a nonmetabolizable pH buffer. Cells grown in rich-medium
chemostats were cultivated in SLAP containing 5 g of ammonium sulfate per
liter. Cells grown in glucose-limited chemostats were cultivated in medium con-
taining 6.7 g of YNB without amino acids (Difco) per liter, 50 mM sodium
phthalate (pH 5), and 0.5% glucose. In order to ensure equilibrium conditions in
the chemostat, cells were cultivated for 40 to 45 h before harvesting for bio-
chemical analyses, although similar results were obtained when cells were culti-
vated for as little as 20 h.

Electrophoretic separation of nonphosphorylated Cdc28 from phospo-Thr-
169 Cdc28. Conditions allowing the electrophoretic separation of Cdc28 phos-
phorylated on Thr-169 from unphosphorylated Cdc28 were adopted from those
of Espinoza et al. (13). Cell extract (30 pg) was electrophoresed in thin (0.75-
mm) 24-cm-long Laemmli 12.5% polyacrylamide gels (acryl-bis, 30:0.8 or 29:1)
for at least 15 h at 15 mA and 200 V with constant amperage. Acrylamide and
bis-acrylamide were from Sigma, and ammonium persulfate and TEMED
(N,N,N’",N’-tetramethylethylenediamine) were from Bio-Rad. After electro-
phoretic transfer to 0.22-mm nitrocellulose membranes, Cdc28 was detected with
rabbit polyclonal antibodies or, in the case of Cdc28-hemagglutinin, with mouse
12CAS antihemagglutinin ascites fluid as the primary antibody and alkaline
phosphatase-coupled anti-rabbit or anti-mouse antibodies as the secondary an-
tibody. Bands were then revealed with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-1-phosphate—
nitroblue tetrazolium colorimetric reagents, leading to a purple precipitate di-
rectly on the transfer membrane. Colorimetric detection yields bands that are
finer than those obtained by chemiluminescence, although the colorimetric de-
tection is less sensitive. The Cdc28 signal can be increased by immunoprecipi-
tating from larger quantities of yeast protein extract, although we did not need
to do so for the Western blot shown in Fig. 4.
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FIG. 1. Partial inactivation of Cakl stimulates pseudohyphal growth, whereas expression of a Cakl-independent form of Cdc28 represses
pseudohyphal growth. Wild-type (CSY2123), civI-4 (CSY2003), cdc28-6 (CSY2126), and c/b2A (CSY2127) strains containing the YEplac195 vector
and wild-type and civI-4 strains containing YEplac195-CDC28-43244, encoding a Cakl-independent form of Cdc28, were cultivated on SLAD
plates for 20 h or 3 days at 25°C. The colonies at 20 h are shown at a higher magnification than the colonies photographed after 3 days of growth.

Quantitative RT-PCR. Quantitative reverse transcription PCR (RT-PCR) was
performed as described by Godon et al. (17). cDNAs were synthesized from 1 pg
of total RNA using primers specific for each mRNA. PCR amplification with
[3?P]dCTP was performed for 15 cycles for ACTI mRNA and 25 cycles for the
remaining mRNAs using the following primers: CLBI (CCAGTCTAGGACGT
TAGCGAAGTT and AGTAATTGGCAAACGGGATA), CLB2 (CAGTCTC
GAACTCTTGCCAAATTC and AGCCCATTGGACGGAAATTATAGA),
CLB3 (GAACGGCTTAGAATTTGAATTG and TAATGCTATCCACTTCG
CTACGAT), CLB5 (CATCGCACAACTATTTACTCGACA and ACATTGC
CATTGCGCTTACGGTAG), XBP1 (AGAGGTGACAGCGTTTCCACTAGC
and GTAAGACTGGCAAATAAGGTCCC), and ACTI (TTGGATTCCGGT
GATGGTGTTACT and TGAAGAAGATTGAGCAGCGGTTTG). 3?P-la-
beled PCR products were then separated by polyacrylamide gel electrophoresis
and quantified with a PhosphorImager (Molecular Dynamics).

Microscopy and flow cytometry. Cells were visualized with a Zeiss Axiophot
microscope fitted with a charge-coupled device camera for image acquisition.
Cells were prepared for flow cytometry as previously described (36) and analyzed
on a Becton Dickinson FACSCalibur.

RESULTS

Cakl mutants show derepressed pseudohyphal growth. The
molecular basis for yeast cell elongation and the inhibition of
mitosis during pseudohyphal growth on nitrogen-limited media
is unknown (22). We noticed that strains expressing mutations
of the yeast Cdk-activating kinase (cakl/civl) such as civi-4
(45) show a derepressed pseudohyphal growth at the permis-
sive temperature of 25°C similar to that seen with a c/b2A

mutant or with certain cdc28 mutants (Fig. 1) (1, 10). This
result indicates that partial inhibition of CAK activity can stim-
ulate pseudohyphal growth. Several regulatory pathways are
required for pseudohyphal differentiation in the wild-type
strain (33). These include a MAP kinase and a cAMP kinase
pathway (37, 39, 43) and a transcription factor called Ash1 (5).
Inactivation of the MAP kinase pathway with ste20 or stel2
mutants or inactivation of the cAMP pathway with a gpa2
mutant or through the overexpression of the cAMP phospho-
diesterase Pde2, or deletion of the ASHI gene, all eliminated
or severely inhibited pseudohyphal growth in the civI-4 mutant
(Fig. 2). The derepressed pseudohyphal growth of the civi-4
mutant thus depends on the normal regulatory pathways that
are required for pseudohyphal growth in the wild-type strain.

Cakl phosphorylates Cdc28 on Thr-169 (12, 20, 45). This
phosphorylation is required for Cdc28 kinase activity. Partial
inactivation of Cakl leads to reduced activating phosphoryla-
tion of Cdc28 and a decrease in Cdc28 protein kinase activity.
Cross and Levine isolated multiply mutated forms of Cdc28
that no longer require Cakl phosphorylation for its activity (6,
7). One such mutant, Cdc28-43244, was introduced into the
wild type and the civI-4 mutant on a multicopy plasmid in
order to test its effect on pseudohyphal growth. Strikingly,
Cdc28-43244 strongly inhibited pseudohyphal growth of both
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FIG. 2. The derepressed pseudohyphal growth of civi-4 (CSY2003)
mutants requires the function of the STE MAP kinase pathway, the
cAMP pathway, and the Ash1 transcription factor, as for the pseudohy-
phal growth of wild-type cells. Cells with the 2um PDE2 construct
overexpress the PDE2 gene on a multicopy plasmid. Colonies are
shown after 3 days of growth on SLAD plates at 25°C. Colonies are
shown at the same magnification.

the wild type and the civI-4 mutant on a low-nitrogen (SLAD)
agar medium (Fig. 1). This result suggested that dephosphor-
ylation of Cdc28 might be required for pseudohyphal growth.

Chemostat cultures provide homogeneous nitrogen-limited
growth for biochemical investigations. Cells grown on nitro-
gen-limited agar media are in heterogeneous physiological
states; although most cells are elongated relative to cells grown
in rich media, only a small percentage of cells form pseudohy-
phal filaments that penetrate the agar surface (Fig. 1). Fur-
thermore, cells that are at the interior of colonies will be more
starved than cells that are at the edge of the colonies or that
are in filaments projecting from the colonies. We examined the
DNA content of wild-type diploid yeast cells growing on nitro-
gen-limited SLAD agar medium (Fig. 3A). Approximately
1,000 cells were spread on the surfaces of SLAD plates and
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incubated for 19, 36, or 72 h at 25°C. Cells were then scraped
from the surface, and their DNA content was analyzed by flow
cytometry. Cells grown for 19 h on SLAD plates were mainly
budded with a 4N DNA content, but by 36 h of culture most
cells accumulated in the unbudded state with a 2N DNA con-
tent. Infrequent filament formation became visible on these
plates after about 2 days of culture. The accumulation of un-
budded 2N cells after 36 h of growth on the SLAD plates can
be accounted for by the nitrogen starvation experienced by
most of the cells. The cycling cells that generate the pseudohy-
phal filaments represent only a small percentage of the total
number of cells on the SLAD plates.

In order to overcome the problems inherent in the analysis
of heterogeneous cell populations on agar media, we chose to
examine chemostat cultures (Fig. 3B) as a source of nitrogen-
limited cells (4). Cells growing in liquid chemostat cultures are
in a homogeneous environment in which the degree of nitro-
gen starvation is precisely controlled, and it is easy to prepare
large quantities of biomass for biochemical characterization.
As observed for cells grown on nitrogen-limited agar media,
yeast cells grown in nitrogen-limited chemostat cultures are
elongated compared to cells grown in rich media (Fig. 3C).
Extended filaments of cells were not found in the chemostats,
but occasional clusters of three or four cells were observed.
Cell elongation and pseudohyphal filamentation on nitrogen-
limited SLAD plates requires the diploid cell state (16), and we
found that haploid cells were not highly elongated during
growth in nitrogen-limited chemostats (Fig. 3C). Expression of
the Cakl-independent Cdc28-43244 mutant prevented cellular
elongation of wild-type diploid cells in nitrogen-limited che-
mostats (Fig. 3C), as it did for cells on the surfaces of SLAD
plates (Fig. 1 and data not shown). Finally, expression of a
Tyl-lacZ reporter construct by the Stel2-Tecl transcription
factor is increased during pseudohyphal growth (32), and we
found that there was a strong 12-fold induction of Tyl-lacZ
expression for cells grown in nitrogen-limited chemostat cul-
tures compared to rich media (Fig. 3D). These results show
that nitrogen-limited growth in a chemostat shares many char-
acteristics of nitrogen-limited growth on agar media.

Flow cytometry and microscopic analysis showed that dip-
loid cells grown in nitrogen-limited chemostats had an in-
creased proportion of unbudded cells with a 2N DNA content
compared to cells grown in rich media (Fig. 3E and F). This
G,-phase accumulation may reflect an inhibition of cell growth
and the passage of Start due to the partial nitrogen starvation.
We also compared the fraction of budded cells containing a
single nucleus (pre-anaphase cells) versus those containing two
nuclei (post-anaphase cells). Cells grown in nitrogen-limited
chemostats had an increased proportion of pre-anaphase cells
compared to those grown in rich media (Fig. 3F). This result
suggests that cells in nitrogen-limited chemostats are delayed
at the metaphase-to-anaphase transition after having accumu-
lated sufficient mass to pass Start and enter a new cell cycle.

Cdc28 is not dephosphorylated during nitrogen-limited
growth in chemostats or on agar plates, but mitotic cyclin
levels are reduced. Genetic results suggest that inhibition of
Cdc28-cyclin B activity is responsible for the cell elongation
and the pre-anaphase delay observed in cells growing in nitro-
gen-limited conditions (21, 22). Given our genetic results sug-
gesting that partial dephosphorylation of Cdc28 might be re-



FIG. 3. (A) The vast majority of wild-type cells accumulate with a G,-phase 2N DNA content after 36 h of growth on SLAD plates. (B)
Schematic diagram of the chemostat used in this work. (C) Morphology of cells grown in chemostats. Wild-type diploid cells (CSY2123) in
nitrogen-limited chemostats (—N) are elongated compared to those in rich medium. Wild-type haploid (CSY1000) cells do not elongate in
response to the nitrogen limitation, and cellular elongation is blocked in diploid cells by the expression of Cdc28-43244, a Cakl-independent form
of Cdc28. (D) Transcription of the Ste12-Tecl Tyl-lacZ reporter construct [pFG(TyA)::lacZ-LEU2] is highly induced in wild-type (wt) cells grown
in nitrogen-limited chemostats compared to that in rich medium. Tyl-lacZ transcription is also induced at lower levels in civI-4 (CSY2003), cdc28-6
(CSY2126), and c/b2A (CSY2127) mutants grown in a rich medium at 25°C. (E) Wild-type diploid cells (CSY2123) grown in nitrogen-limited
chemostats contain more cells with a 2N DNA content (G, phase) than do the same cells grown in a rich medium. (F) Wild-type diploid cells
(CSY2123) grown in nitrogen-limited chemostats contain a higher proportion of pre-anaphase to post-anaphase mitotic cells than do the same cells
grown in a rich-medium chemostat.
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quired for filamentous growth, we examined whether
phosphorylation of Cdc28 is altered during nitrogen-limited
growth of wild-type cells. Under appropriate electrophoretic
conditions, Cdc28 phosphorylated by Cakl on Thr-169 mi-
grates slightly faster than unmodified Cdc28 (13). Cdc28 was
mainly phosphorylated on Thr-169 in wild-type cells growing in
rich media, whereas it was mainly dephosphorylated in the
civl-4 mutant at the permissive temperature of 24°C and to-
tally dephosphorylated in this mutant at the restrictive temper-
ature of 37°C (Fig. 4A). We then examined the level of Cdc28
phosphorylation in cells growing at equilibrium in chemostats
under nitrogen-limited or glucose-limited growth conditions,
in cells on the surfaces of SLAD plates, and in cells in station-
ary phase in rich medium (YPD) batch cultures. A slight de-
phosphorylation of Cdc28 was observed in glucose-limited
chemostat cultures, but Cdc28 was mainly in the Thr-169-
phosphorylated form in cells grown in nitrogen-limited chemo-
stats or on the surfaces of nitrogen-limited SLAD plates after
2 days of growth or in stationary-phase cells in batch cultures
(Fig. 4A). Thus, growth in nitrogen-limited media and growth
to stationary phase in rich media do not induce dephosphory-
lation of Cdc28 on Thr-169.

Since activating phosphorylation of Cdc28 was not reduced
during nitrogen limitation, we decided to examine the levels of
CIb2 protein in wild-type diploid cells grown in nitrogen-lim-
ited chemostats and rich media. CIb2 protein levels were
greatly reduced in extracts from diploid cells growing in nitro-
gen-limited chemostats, as determined by immunoblotting with
anti-CIb2 antibodies (Fig. 4B). In striking contrast, Clb2 pro-
tein levels were not decreased in wild-type haploid cells grow-
ing in nitrogen-limited chemostats (Fig. 4C) or in diploid wild-
type cells growing in glucose-limited chemostats (data not
shown). These results show that the decrease in CIb2 levels is
a diploid-specific developmental response to the partial nitro-
gen starvation and does not represent a nonspecific starvation
response.

It was previously reported that CIb2 levels are not dimin-
ished in STE11-4 mutant cells grown in a rich medium com-
pared to levels in wild-type cells (1). Stel1-4 is a constitutively
active form of the MEK kinase that is thought to be turned on
during pseudohyphal growth (41, 44). STE11-4 cells show a
pseudohyphal phenotype even when they are grown in rich
media, and these cells have been proposed as a model for
studying filamentous growth in wild-type cells (1). We exam-
ined CIb2 levels in a STE]1-4 mutant grown under nitrogen
limitation in a chemostat. In striking contrast to the wild-type
diploid cells, the STE11-4 mutant did not show reduced levels
of CIb2 during nitrogen-limited growth (Fig. 4B). The STE11-4
mutation thus prevents a reduction of CIb2 levels that is ob-
served in the wild-type diploid strain during continuous nitro-
gen-limited growth in a chemostat. We thus feel that the
STE11-4 mutant does not accurately reflect the response of
wild-type diploid cells to nitrogen limitation, although it may
be a valid model for other types of filamentous growth (8, 9, 23,
31, 46).

Modification of gene expression during nitrogen-limited
growth in chemostats. We used quantitative RT-PCR to de-
termine whether the drop in CIb2 protein levels during nitro-
gen-limited growth was correlated with a drop in CLB2 mRNA
levels, and to monitor the transcriptional response of a series
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FIG. 4. (A) Cdc28 is mainly phosphorylated on Thr-169 in cells
grown under nitrogen limitation. Thr-169-phosphorylated and non-
phosphorylated forms of Cdc28 were electrophoretically separated by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. Protein ex-
tracts were prepared from the following strains: the wild type
(CSY2123) in rich medium at 25°C (lane 1), the civI-4 mutant
(CSY2003) in rich medium at the restrictive temperature of 37°C (lane
2), the wild type in a nitrogen-limited chemostat at 25°C (lane 3), the
civl-4 mutant (CSY2003) in rich medium at 25°C (lane 4), the wild
type (CSY2123) scraped from the surface of nitrogen-limited SLAD
plates after 2 days of incubation at 25°C (lane 5), the wild type
(CSY2123) grown in a glucose-limited chemostat at 25°C (lane 6), and
the wild type (CSY2123) in stationary phase in YPD (lane 7). (B) Clb2
protein levels are significantly reduced in wild-type diploid cells
(CSY2123), but not in STE11-4 diploid cells (CSY2128), grown in
nitrogen-limited chemostats. CIb2 and hexokinase protein levels in
whole-cell protein extracts were determined by immunoblotting for the
following strains: the wild-type diploid (CSY2123) grown in a nitrogen-
limited chemostat (lane 1), the wild-type diploid (CSY2123) grown in
a rich medium (lane 2), a c/b2A strain (CSY2127) grown in a rich
medium (lane 3), a STE11-4 diploid (CSY2128) grown in a nitrogen-
limited chemostat (lane 4), and a STE11-4 diploid (CSY2128) grown in
a rich medium (lane 5). (C) The wild-type haploid strain (CSY1000)
grown in a nitrogen-limited chemostat (lane 2) does not have reduced
levels of CIb2p compared to the same strain grown in a rich medium
(lane 1). Lane 3 contains a protein extract from a c/b2A mutant
(CSY2127) grown in a rich medium. (D) A homozygous diploid xbpIA
mutant (CSY2124) has no less Clb2p when grown in a nitrogen-limited
chemostat (lane 2) than when grown in a rich medium (lane 1).
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FIG. 5. Quantitative RT-PCR of CLB, CLN, XBP1, and ACTI mRNA levels in wild-type (wt) diploid cells (CSY2123) grown in rich-medium
and nitrogen-limited chemostats. CLBI, CLB2, and CLB5 mRNA levels are decreased, CLB3 and ACTI mRNA levels are constant, CLNI and
CLN2 mRNA levels are slightly decreased, CLN3 mRNA levels are slightly increased, and XBP/ mRNA levels are increased eightfold in
nitrogen-limited chemostats compared to rich-medium chemostats. The decrease in CLB2 mRNA levels is blocked in a homozygous diploid xbp!

mutant (CSY2124) grown in a nitrogen-limited chemostat.

of cyclin genes (Fig. 5). ACTI mRNA levels were unchanged in
nitrogen-limited and rich-medium cultures, and they were thus
used as a normalization standard. CLBI1, CLB2, and CLB5
mRNA levels were reduced five- to sevenfold in wild-type cells
grown in nitrogen-limited chemostats compared to rich-me-
dium chemostats, whereas CLB3 levels were unchanged. We
also examined the mRNA levels for the CLNI, CLN2, and
CLN3 G, cyclin genes. The CLNI and CLN2 mRNA levels
showed a modest decline during growth in nitrogen-limited
chemostats, whereas the CLN3 mRNA was slightly increased
(Fig. 5).

XBPI codes for a repressor of CLNI and CLB2 expression
during sporulation, and XBPI expression is induced by diverse
stresses (34, 35). We found that XBP/ mRNA levels were
increased eightfold in nitrogen-limited chemostats compared
to rich-medium chemostats. Xbpl1 is required for some of the
transcriptional modifications observed during nitrogen-limited
growth in chemostats, since the decreases in CLB2 mRNA
(Fig. 5) and CIb2 protein (Fig. 4D) were abolished in an xbpIA
mutant grown in a nitrogen-limited chemostat. The absence of

significant CLN1 repression in the presence of eightfold-ele-
vated XBPI mRNA is not exceptional; a similar result was
reported for cells treated with diamide (35). Reduced CLBI,2
expression will limit Cdc28-Clb1,2 kinase activity, which in turn
could explain the elongated cell morphology of cells grown in
nitrogen-limited media. Furthermore, we found that Tyl-lacZ
activity was increased threefold in c/b2A, civi-4, and cdc28-6
mutants grown in rich medium compared to the wild-type
strain (Fig. 3D). This stimulation of the expression of a Ste12-
Tecl reporter gene correlates well with the enhanced
pseudohyphal growth shown by these mutants (Fig. 1) and
suggests that Cdc28-Clb2 can inhibit the Ste12-Tecl transcrip-
tional activation complex.

XBP1 is required for pseudohyphal growth. We made an
xbp1A homozygous diploid strain and found that it was inhib-
ited for pseudohyphal filament formation on low-ammonium
dextrose (SLAD) and glycerol (SLAYP) agar media (Fig. 6C
through F). Moreover, individual xbpIA cells did not show the
characteristic elongated cell shape exhibited by wild-type dip-
loid cells on nitrogen-limited media (Fig. 6A through D). Fi-
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FIG. 6. Homozygous diploid xbp! mutant cells (CSY2124) are inhibited for cellular elongation in nitrogen-limited chemostats (A and B) or
after 20 h of growth on SLAD plates (C and D). Deletion of XBPI completely blocks filament formation of the wild-type strain (CSY2123) on
SLAYP plates, even after 5 days of growth at 30°C (E and F). Overexpression of XBPI from the GAL promoter stimulates filamentation on plates
containing synthetic low-ammonium medium with 2% galactose compared to the same strain expressing XBP!I from its normal promoter on a
centromeric plasmid (G and H). Cells in panels A and B are shown at a higher magnification than cells in panels C through H. (I through P)
Colonies of cells of the indicated genotypes after growth for 3 days (I, J, M, N, O, and P) or 7 days (K and L) on SLAD plates at 30°C.

nally, overexpression of XBPI from the GAL promoter stim-
ulated pseudohyphal growth (Fig. 6G and H). Thus, XBPI is
required for normal pseudohyphal differentiation. We next
deleted the CLB2 gene in an xbpI A mutant in order to test the
importance of CLB2 as a target of Xbpl-mediated repression
during nitrogen-limited growth. Deletion of CLB2 largely re-
stored elongated cell growth and filamentation to an xbplA
mutant on a nitrogen-limited SLAD agar medium (Fig. 6I,
compare with Fig. 6C and J). c/b2A was thus largely epistatic to

xbpIA. These results suggest that CLB2 is an important repres-
sion target of Xbpl during nitrogen-limited growth.

We also attempted to place XBPI action with regard to the
MAP kinase pathway regulating pseudohyphal growth by ge-
netic epistasis experiments. Constitutive activation of the MAP
kinase pathway through the expression of STE11-4 restored
filamentous growth to the xbp/A mutant on nitrogen-limited
SLAD plates (Fig. 6K and L). In contrast, XBPI overexpres-
sion from the GAL promoter did not suppress the filamenta-
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tion defect of ste/2A and fecIA mutants (Fig. 6M through P).
These results show that constitutive activation of the MAP
kinase cascade by the STE11-4 mutation can bypass the re-
quirement for Xbpl in pseudohyphal growth, but overexpres-
sion of XBP1I cannot bypass the requirement for the Stel2 and
Tecl transcription factors. These results thus place XBPI func-
tion upstream of or in parallel to the MAP kinase cascade and
Ste12-Tecl transcription factor function.

DISCUSSION

Xbpl-mediated repression of CLB2 expression can explain
the elongated phenotype of wild-type yeast cells under nitro-
gen-limited growth conditions. Cellular elongation is one of
the most evident phenotypes associated with the growth of
wild-type diploid yeast cells in nitrogen-limited media (4, 16,
21, 22). This phenotype can be explained by a delayed or
inefficient repression of polarized growth to the bud tip by
Cdc28-CIb1,2 protein kinases (24, 25). There are four known
mechanisms that could potentially account for Cdc28-Clbl1,2
protein kinase inhibition: Swel inhibitory phosphorylation of
Cdc28 Tyr-19 (3), inhibition of Cdk-Clbl1,2 activity by a Cdk
inhibitor such as Sicl (1), a decrease in CIbl,2 protein levels,
and a decrease in Cakl activating phosphorylation of Cdc28.
Although Swel inhibition of Cdc28 may contribute to filamen-
tous growth in certain circumstances (10), it is not required for
cellular elongation during nitrogen-limited growth (1, 22), and
no clear evidence has yet been found for the role of a Cdk
inhibitor in filamentous growth. In contrast, overexpression of
CLB2 (1, 10, 22) and expression of a Cakl-independent form
of Cdc28 (this paper) both block cellular elongation and
pseudohyphal growth in response to a nitrogen starvation.
Moreover, deletion of CLB2 or partial inactivation of Cakl
stimulates cellular elongation and pseudohyphal growth. Thus,
the genetic analyses suggest that reduced CIb2 levels or re-
duced activating phosphorylation of Cdc28 could be responsi-
ble for inhibition of Cdc28-Clb2 kinase activity during nitro-
gen-limited growth. Unfortunately, the genetic analyses do not
indicate which of these pathways are actually used by wild-type
diploid yeast cells during pseudohyphal growth. Thus, direct
biochemical analysis of wild-type cells during pseudohyphal
growth is required to determine which regulatory pathways are
really employed during this growth state. However, the heter-
ogeneous physiological states of wild-type cells undergoing
pseudohyphal differentiation on nitrogen-limited agar media
are an obstacle to their biochemical analysis. Filament forma-
tion is observed for only a small fraction of wild-type cells
growing on nitrogen-limited agar media. Furthermore, cells
within colonies are likely to be highly starved for nitrogen,
whereas cells on the outer edges of colonies and in penetrating
filaments will experience different degrees of starvation. It is
thus impossible to prepare physiologically homogeneous pop-
ulations of wild-type cells from nitrogen-limited agar plates on
which pseudohyphal growth is typically studied. We therefore
used chemostat cultures to determine whether either of these
two regulatory pathways could be implicated in cellular elon-
gation during nitrogen-limited growth of wild-type diploid
yeast cells. Chemostats provide a simple means of preparing
large quantities of homogeneous cultures in which cells are
grown under continuous, precisely defined conditions of nutri-
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ent limitation for biochemical analysis. It was previously shown
that wild-type diploid cells are elongated when they are grown
in nitrogen-limited, but not glucose-limited, chemostats (4).
We show here that as for growth on nitrogen-limited agar
media, this elongation response is specific for diploid cells (Fig.
3), is partially dependent on Ste20 and Ste12 (data not shown),
and is accompanied by the transcriptional induction of a Ste12-
Tecl reporter construct (Fig. 3). On the other hand, we saw
little or no indication of filament formation in our nitrogen-
limited chemostats, and we observed low levels of expression of
FLOI11 (data not shown), which encodes a cell surface adhe-
sion protein implicated in filament formation on agar plates
(23, 27, 39, 43). The weak FLOI11 expression in our nitrogen-
limited glucose-rich chemostats may be due to glucose repres-
sion of FLO11 transcription (14). We observed frequent chains
of cells and increased expression of FLOII in nitrogen-limited
chemostat cultures containing 3% galactose instead of 3%
glucose, although the individual cells in the chains were less
elongated then when cells were cultivated in glucose (data not
shown). Altogether, these results suggest that our nitrogen-
limited chemostat cultures reproduce many, but not all, aspects
of nitrogen-limited pseudohyphal growth on solid agar media.

We found no evidence for a decrease in the level of Cdc28-
activating phosphorylation during nitrogen-limited growth
(Fig. 4) despite strong genetic data suggesting that a decrease
in activating phosphorylation was required for pseudohyphal
growth. How can this apparent contradiction be resolved? It is
possible that partial inactivation of Cakl mimics an event, such
as inhibition of Cdc28-ClIb1,2 activity, that normally occurs by
a distinct mechanism in wild-type cells during nitrogen-limited
growth, and it remains possible that Cdc28-activating phos-
phorylation is regulated during other conditions that lead to
filamentous growth (8, 9, 23, 31, 46). However, it is less clear
how the Cakl-independent Cdc28-43244 mutant is so effective
in blocking pseudohyphal growth (Fig. 1) and cellular elonga-
tion (Fig. 3C) in response to nitrogen starvation. Possibly, this
inhibition may be related to the weak kinase activity associated
with Cdc28-43244-Cln2 in vitro (7). The CInl and Cln2 G,
cyclins are required for pseudohyphal growth (29), so the weak
in vitro kinase activity of Cdc28-43244—CIn2 could mean that
this mutant, although active in the absence of Cakl, may not
sustain sufficient G, cyclin kinase activity in vivo to support
pseudohyphal growth.

Although we did not observe decreased activating phospho-
rylation of Cdc28, we did observe significant decreases in
CLBI1, CLB2, and CLB5 gene expression during nitrogen-lim-
ited growth. Xbpl1 is synthesized in response to diverse types of
stress and it is required for repression of CLNI and CLB2
transcription during sporulation (34, 35). We showed that
XBP1I is highly expressed during growth of wild-type yeast cells
in nitrogen-limited chemostats (Fig. 5). Deletion of XBPI pre-
vents the fall in CIb2 levels normally observed in wild-type cells
grown under nitrogen limitation, as well as inhibiting cellular
elongation in nitrogen-limited chemostats and cellular elonga-
tion and pseudohyphal filament formation on nitrogen-limited
agar media (Fig. 6). CLB2 overexpression also inhibits cellular
elongation and filament formation (1, 10). Furthermore, CLB2
deletion restored cellular elongation and pseudohyphal growth
to an xbpIA mutant (Fig. 6). These combined results strongly
suggest that transcriptional induction of the XBPI gene and
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subsequent repression of CLB2 gene expression is a key re-
sponse to nitrogen limitation leading to modifications of the
yeast cell cycle and cell morphology. Further work is necessary
to determine the functional significance of the CLBS transcrip-
tional repression, to specify the mechanism of action of Xbpl
with regard to CLB gene repression, and to order the action of
Xbpl and CIbl,2 with regard to the different signal transduc-
tion pathways implicated in pseudohyphal growth. Finally,
many genes involved in filamentation in S. cerevisiae have ap-
parent orthologs in Candida albicans that have been implicated
in morphogenetic pathways contributing to the virulence of
this pathogenic yeast (11). A sequence coding for a protein
with low but significant similarity to Xbpl is found in the C.
albicans genome  (http://www-sequence.stanford.edu/group/
candida), and it will be interesting to determine whether it also
contributes to morphogenesis and virulence in Candida.
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RESULTATS 11

La température de 1I’hote induit Ila
déphosphorylation de la  thréonine
activatrice des CDKs chez Candida albicans
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1 Introduction

La levure C. albicans subit des transitions morphogéniques réversibles entre les formes
de croissance pseudohyphales et hyphales. L’¢longation cellulaire est la caractéristique
principale des cellules en croissance pseudohyphale et hyphale chez C. albicans. Les
mécanismes moléculaires de 1’¢longation cellulaire et des changements du cycle cellaire au
cours de la croissance filamenteuse chez C. albicans sont inconnus. Une variété de signaux
déclenchent 1’¢élongation cellulaire in vitro. Les faibles températures inhibent la croissance
filamenteuse chez S. cerevisiae (nos résultats) et C. albicans (Ernst, 2000). Les facteurs
CaTpk2, Czfl et Efgl sont essentiels a la croissance filamenteuse chez C. albicans a 28°C.
Cependant la température de 37°C est capable d’induire la filamentation dans les mutants
ACatpk2, Aefgl et Aczfl dans certaines conditions. Nous avons isolé les homologues
fonctionnels de ScCakl chez C. albicans, S. pombe et K. lactis. Les protéines Cakl forment
une nouvelle famille de protéines kinases caractérisée par un nouveau mode de fixation de
I’ATP et probablement un nouveau mécanisme catalytique. Nous avons découvert qu’en
réponse aux fortes températures, la phosphorylation activatrice au niveau de la boucle T de
CaCdc28 est tres fortement réduite. La réduction de I’activité associée a CaCdc28 serait a
I’origine de 1’¢longation cellulaire caractéristique de la différenciation hyphale et

pseudohyphale chez C. albicans.
2 Une famille de protéines kinases Cakl est spécifique aux champignons

Cakl est responsable de la phosphorylation activatrice de Cdc28 chez S. cerevisiae
(Espinoza et al., 1996; Kaldis et al., 1996). C’est une protéine kinase trés inhabituelle et qui a
tres fortement divergé de la grande famille des protéines kinases. La lysine hautement
conservée en position N-terminal et la boucle riche en glycine sont nécessaires a la fixation de
I’ATP chez la majorité des protéines kinases, mais cette boucle riche en glycine est absente
chez Cakl et la lysine n’est pas essentielle (voir Résultats III). Nous avons cherché chez les
champignons Candida albicans, S. pombe et Kluyveromyces lactis les homologues de CAK!
et chez les eucaryotes supérieurs. Nous avons isolé¢ des homologues fonctionnels de CAK/ par
complémentation d’une souche cak/-4 thermosensible & température restrictive de 37°C. Le

tableau II.1 résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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L’alignement de séquences de 1I’ensemble des kinases Cakl montre que la boucle riche
en glycine est absente chez toutes ces kinases. Le seul motif évident caractéristique de la

famille Cakl1 est la séquence PPH en position N-terminal (Figure II.1 et Tableau II.2a page
120).
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Nombre
Nombre total
total de Source de la
ORGANISME de candidats | Suppresseurs | CAK
transform- . banque
potentiels
ants
Eucaryotes supérieurs
Homme 410° 0 0 F.Lacroute
Drosophile 510° 1 TCP1 0 P.Léopold
CHAMPIGNONS
Candida albi 10° 10 CaCAK1 | F.Bordon-Pallier
andida albicans
Candida 4
510 13 ? H.Fukuhara
parapsilosis
Kluyveromyces 4
p 310 9 KICAK1 M.Louvel
actis
Yarrowia lipolytica 410° 2 ? C.Gaillardin
Schizosaccharomyces p
10 12 CSK1 P.Nurse
pombe
Tableau II.1 Isolement des homologues fonctionnels de ScCAKI par

complémentation d’une souche cakl-4, en utilisant des banques génomiques et d’ADNc

d’expression chez S. cerevisiae.
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ScCakl MKLDSIDITHCQLVKSTRTA-RIYRSDTYAIKCLALDFDIPPHNAK
CaCakl MKLSDYYIDKELIYNSAISDIYTAIDKFNNLPVCLKIVDEDFSLPPHSIH
KlcCakl MTNKTNMTTPIKIQTGCADLELFPDIV-VKRIDLELQRPPHNAH
Cskl MKSVGHFVPWLTDIRHLTDGTISEVFVGERKNSKKLYVIKVQGLVFKRPPHDAM
Structure B B a COUDE (0./CDKs)
ScCakl FEVSILNKLGNKCKHILPLLESKATDNNDLLLLFPFEEM--NLYEFMQMH
CaCakl REVLILKTLKPH-PNIIEYFNDLKICDDIILVT---KLYRYDLSOLIEIT
KlcCakl TELEILKTISNK--HVIPLLGSETSPR---YVTFKFKRYQCDLNOFMDQH
Cskl RGKLILESIGH--PHIERIVDSFIDNEAGS-VYLITSFKSFVLSDVMDEI
Structure a B a

ScCakl YKRDRRKKNPYYDLLNPSIPIVADPPVQKYTNQLDVNRYSLSF-FROMVE
CaCakl -KYCKRTTRFIYG-—————— INGNLVSNQYTLANEIEEKDIKLWLKSMSS
KlCakl WKA---KYNPY--LL-——————— DNSTKTYSNTIPLDHSTVI--IRQIIE
Cskl SIDTKCKIVL-—————— e
Structure o
ScCakl GIAFLHENKITHRDIKPONIMLTNNTSTVSPKLYIIDFGISYDMANNSOT
CaCakl GLEFIHSQGITHRDIKPSNIFFAR-DDITQP--IIGDFDICYDLKLPPKD
KlCakl GLVYIHGNGIIHRDVKPONIMLNSYNEVV-———-- LGDFGISYNRNLDN--
Cskl QISSALEYLEKHGILHRDIHPNNILLDSMNGPAYLSDFSIAWSK----0H
Structure a § § §

ScCakl SAEPMDSKVT-DISTGIYKAPEVLFGVKCYDGGVDVWSLLIIISOWFQRET
CaCakl —--EPPMAK-YIDVSTGIYKAPELILGITNYEYEIDIWSLGIILTGLYSENF
KlCakl - EAK-TCDCSTSIYKAPELLFSVSNYKFEIDIWALAVLISQLWNDKT
Cskl PGEEVQELIP-QIGTGHYRAIETLFGCHSYGHEVDRWTFGILIAEL——-—-—
Structure (o}
ScCakl SRMGHVPAMIDDGSDDMNSDGSDFRLICSIFEKLGIPSIQKWEEVAQHG
CaCakl OSV--—--LVKDDKELTNDSHVSDLYLLNQIFENFGTPNLTDFED--—-——
KlcCakl OSKSKSSKVIDIDFDE----CSDIKLVLTLFDKFGKPSNEDWPQVTKN-
Cskl ——-FSNQALFDDGSSE—GWPSELRLTSSIIQTLGTPNPSMWPELST--
Structure a

ScCakl SVDAFVGMFGADGDGKYVLDQEKDVQISIVERNMPRLDEIADVKVKQKFI
CaCakl === ELFCDEYNNENLHFKKFNLOKYPRKDW-—-——— DIILPRCNDDFM
KlcCakl --ESFNGMFGNVSSDNFLHRRPIDEQLIQVYKWMPLITD--NPKLAKMW-
Cskl = e —— FPDWNKFIFHEYPPKPWSEILPSVDTSIQ
Structure o a
ScCakl NCIL-GMVSFSPNERWSCQRILOELEKP

CaCakl KEIFTKMIRYDRSKRITSKEILQ-LMLD

KlCakl ——-L-RMVKFDGNLRISAEQLLVSI

Cskl -YIVSHLVTYSN--RASPSFVIESFPKVSARLSQYA

Structure a a

Figure II.1 Alignement multiple de ScCak1, CaCakl, KlCak1, Cskl. Les résidus en vert sont
conservés au moins dans 2 CAKs de deux especes différentes. Les résidus en bleu sont
conservés dans les quatre CAKs. Les résidus en rouge présentent le seul motif évident
conservé dans les quatre CAKs. a : hélice a, P : feuillet B. Sc : Saccharomyces cerevisiae,
Ca : Candida albicans, Kl : Kluyveromyces lactis, Sp : Schizosaccharomyces pombe.
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La recherche de séquence homologue a Cakl dans les banques de données nous a
permis d’identifier des séquences homologues a Cakl chez Zygosaccharomyces rouxii et
Yarrowia  lipolytica  (http://natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/Genolevures.php3)
(Figure I1.2). La phylogénie de la nouvelle famille des kinases Cakl est présentée dans la
figure Il.c. Cependant la recherche d’homologues fonctionnels & partir de banques d’ADNc
humain, murin et de drosophile exprimés chez S. cerevisiae n’a pas permis d’isoler des
protéines kinases proches de Cakl, mais nous avons isolé le géne T7CPI de la drosophile
comme suppreseur du défaut de CAK/ a température restrictive dans la souche cakl-4 chez S.
cerevisiae. Nous avons montré aussi que les trois génes TCP (ScCCT3, ScCCT2, ScCCT7) de
S. cerevisiae sont des suppresseurs de cakl-4 a température restrictive. Ces genes
appartiennent a la famille TCP qui codent pour des chaperonnes impliquées dans la structure
du cytosquelette. La famille TCP est hautement conservée d’E. coli a I’homme. La
comparaison entre les séquences des protéines codées par les quatre TCP que nous avons isolé
et les protéines TCP de six autres espeéces montre une forte identité de séquence entre les
protéines TCP des eucaryotes : 73 % et 37 % d’identité entre Tcpla de la drosophile et Tcpl
de ’homme et GroEL de Thermoplasma volcanium (archea-bactérie) respectivement (Figure
I1.2b). Nous avons également isolé le géne YISPT4 de Yarrowia lipolytica comme suppresseur
de lallele cakl-4 de S. cerevisiae (Tableau II.1). Nous n’avons pas trouvé de séquences
similaires a I’ensemble des protéines kinases de cette nouvelle famille CAK/ dans les banques
de données. La protéine kinase Cdk7 associée a la cycline H possede une activité CAK chez
les eucaryotes supérieurs. Nous avons montré que la coexpression de CDK7 et cycline H
complémente un mutant cak/-4 a température restrictive alors que la seule expression de
CDK?7 ne suffit pas pour se substituer a la fonction de CAK!I chez S. cerevisiae. Ainsi Cdk7-
cycline H possede une activit¢ CAK in vivo chez S. cerevisiae. Les résultats suggerent tres
fortement que la kinase CAK/I est spécifique aux champignons et ne présente pas
d’homologues évidents chez les eucaryotes supérieurs et il semblerait que Cdk7-cycline H
soit une véritable CAK in vivo chez les eucaryotes supérieurs, mais ceci n’exclut pas la
présence d’autres kinases ayant une activité CAK et ne possédant pas de séquences similaires

aux membres de la famille CAK].
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Figure 11.2 Alignement des séquences de ScCak1, ZrCak1, KlCak1, CaCak1, Y1lCak1 et Cskl

Les séquences de ZrCakl1 et Y1Cak1 sont publiées sur le site :
(http://natchaug.labri.u-bordeaux.fr/Genolevures/Genolevures.phpKlCak1)

Sc : Saccharomyces cerevisiae, Zr : Zygosaccharomyces rouxii, K1 : Kluyveromyces lactis, Ca : Candida
albicans, Y1 : Yarrowia lipolitica, Sp : Schizosaccharomyces pombe

Données de Clustal : Le consensus est matérialisé par une séquence de
caractéres qui, selon la situation rencontrée en une position donnée,
seront les suivants :

si le caractére majoritaire
si le caractére majoritaire
"+" si le caractére majoritaire

une représentation >= 10%
une représentation >= 20%
une représentation >= 60%

009

"*" si le caractére majoritaire a une représentation >= 80%
le caractére lui-méme, si celui-ci est identique pour I'ensemble des séquences.
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%

% L ) .
d’identite | 41dentité | Complémentation | p o | Boucle GGG | Motif

avec Cak1 avec de Sccakl-4

Cdc28

CaCak1 35 26 +++ ? non PPH
KlICakl1 36 26 +++ ? non PPH
Csk1l 25 30 ++ non 28me (3 PPH

Tableau II.2a. Divergence des CAKs isolées. Les quatre CAKs étudiées, ScCakl, CaCakl,
KICakl1 et Cskl, ont gardé une activité enzymatique de type CAK, mais elles ont divergé du
point de vue séquence

R Y1lCakl
to——— 4
! ! +--SpCskl
! +--3
+—-2 +--Kl1lCakl
| |
[ +--ZbCakl
——=1 Fe——_—_— 5
1 +--CaCakl
S ScCakl

Figure Il.c Arbre phylogénique de la nouvelle famille Cak1
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MSTLASP-LSIAGTRQSGASVRTQNVMAALSISNIVKSSLGPVGLD
MEGP-LSVFGDRSTGETIRSQNVMAAASIANIVKSSLGPVGLD
MEGP-LAVFGERSTGEVVRSQNVMAAASTANIVKSSLGPVGLD

MASAGDSILALTGKRTTGQGIRSQNVTAAVAIANIVKSSLGPVGLD

MSISAQNP-DISGDRQSGQDVRTQNVMACQAVSNIVKTSLGPVGLD

MFQAPRESTLFLSGEKISGEDVRNQNVLATTAIANVVKSSLGPVGLD
MSQLFNNSRSDTLFLGGEKISGDDIRNQNVLATMAVANVVKSSLGPVGLD
MSNKVLMIDGDRISGNEVRAQNVLAVTAIANIVKTSFGPIGLD
MMTGQVPILVLKEGTQREQGKNAQRNNIEAAKAIADAVRTTLGPKGMD
MAAKDVKFGNDARVKMLRGVNVLADAVKVTLGPKGRN

KMLVDDIGDVTVTNDGATILRLLEVEHP----AAKVLVELAQLQDEEVGD
KMLVDDIGDVTITNDGATILKLLEVEHP----AAKVLCELADLQDKEVGD
KMLVDGIGDVTITNDGATILKLLEVEHP----AAKVLCELADLQDNEVGD
KMLVDDVGDVIVTNDGATILKQLEVEHP----AGKVLVELAQLQODEEVGD
KMLVDDIGDVTITNDGATILRMLEVEHP----AAKVLVELAELQDREVGD
KMLVDDIGDVTVTNDGATILSLLDVEHP----AGKVLVELAQQQODKEVGD

KMLVDDIGDFTVTNDGATILSLLDVQHP----AGKILVELAQQQODREIGD
KMLIDNIGSIVVTNDGATILQKIDIEHP----AAKILVQLSELQDQEVGD
KMLVDSIGDIIISNDGATILKEMDVEHP----TAKMIVEVSKAQDTAVGD
VVLDKSFGAPTITKDGVSVAREIELEDKFENMGAQMVKEVASKANDAAGD

GTTSVVILAAELLKNADELVKQKIHPTSIISGYRIACKEACKYISEHLTA
GTTSVVIIAAELLKNADELVKQKIHPTSVISGYRLACKEAVRYINENLIV
GTTSVVIIAAELLKNADELVKQKIHPTSVIGGYRLACKEAVRYINENLTI
GTTSVVIVAAELLKRADELVKQKVHPTTIINGYRLACKEAVKYISENISF
GTTSVVIVAAELLKRANDLVRNKIHPTSIISGYRLAMRESCKYIEEKLVT
GTTSVVIIAAELLRRANELVKNKIHPTTIITGYRLAIREAVKFMTDVLSC
GTTSVVIIASELLKRANELVKNKIHPTTIITGFRVALREAIRFINEVLST
GTTTVVILAAELLKRANELVARKVHPTVIISGFRLACTEAIKYINETLAV
GTTTAVVLSGELLKQAETLLDQGVHPTVISNGYRLAVNEARKIIDE---I
GTTTATVLAQAIITEGLKAVAAGMNPMDLKRG-=========— IDKAVTA

PVDELGRDSLINIAKTSMS--SKIIGADAEFFSAMVVDAAQSVKITDPRG
NTDELGRDCLINAAKTSMS--SKIIGINGDFFANMVVDAVLAIKYTDIRG
NTDELGKECLLNAAKTSMS--SKIIGIDGDFSSAMVVDAALAVKYVDPKG
TSDSIGRQSVVNAAKTSMS--SKIIGPDADFFGELVVDAAEAVR-VENNG
KVEKLGKVPLINCAKTSMS--SKLISGDSDFFANLVVEAVLSVKMTNQRG
SVDSLGKESLINVAKTSMS--SKIIGNDSDFFSTMAVDAMLSVKTSNSKG
SVDTLGKETLINIAKTSMS--SKIIGADSDFFSNMVVDALLAVKTQONSKG
KVETLPKDFIVNIAKTSMS--SKTINDDSDFFSKIVIEAITRVKTIDYKG
SVKSTDDETLRKIALTALS--GKNTGLSNTFLADLVVKAVNAV-AEERDG
AVEELKALSVPCSDSKAIAQVGTISANSDETVGKLIAEAMDKV-—=—=———

QOAAYSIKAINVLKAHGKSARESVLIPGYALNCTIASQQOMPKKIV--NAKI
QPRYPVNSVNILKAHGRSQMESMLISGYALNCVVGSQGMPKRIV--NAKI
QARYPINSVNVLKAHGRSQMESILVNGYALNCIVGSQSMNKRIV--NAKI
KVTYPINAVNVLKAHGKSARESVLVKGYALNCTVASQAMPLRVQ--NAKI
EIKYPIKGINILKAHGQSARDSYLLNGYALNTGRAAQGMPLRVS--PAKI
ETRYPVKAVNILKAHGKSSRESVLVKGYALNCTIASQAMKTRVQ--NAKI
EIKYPVKAVNVLKAHGKSATESLLVPGYALNCTVASQAMPKRIAGGNVKI
DVKYPINAINILKAHGKSAKESTLVEGYALNCTVASEGMPKRIQG--AKI
KIIVDTANIKVDKKSGGSINDTQFISGIVVDKEKVHSKMPDVVK--DAKI
——---GKEGVITVEDGTGLODELDVVEGMQFDRGYLSPYFINKPETGAVEL

ACLDFSLQKTKMKMGVQVLINDPDKLEAIRARELDITKERINMILGTGVN
ACLDFSLQKTKMKLGVQVVITDPEKLDQIRQRESDITKERIQKILATGAN
ACLDFSLQKTKMKLGVQVIISDPTKLDQIRQRESDITKERIQKILATGAN
ACLDFSLMKAKMHLGISVVVEDPAKLEAIRREEFDITKRRIDKILKAGAN
ACLDFNLQKTKMQLGVQVVVNDPRELEKIRQREADMTKERIEKLLKAGAN
AVLDMDLQKTKMALGVHVTIDDPDQLEKIREREVMITLERVKKILNAGAN
ACLDLNLQKARMAMGVQINIDDPEQLEQIRKREAGIVLERVKKIIDAGAQ
AFLDFNLAKTKLKLGQKVIVTNVNDLEAIRDRENDIVKERISLIIKSGAT
ALIDSALEIKKTEIEAKVQISDPSKIQDFLNQETSTFKEMVEKIKKSGAN
ES-PFILLADKKISNIREMLPVLEAVAKAGKPLLIIAEDVEGEALAT--A

VVLVSGGVDDLCMKYFVEAGAMAVRRVKKSDLKITIAKATGAAFITSLTNM
VILTTGGIDDMCLKYFVEAGAMAVRRVLKRDLKRIAKASGATILSTLANL
VILTTGGIDDMCLKYFVDAGAMAVRRVLKKDLKRIAKATGATMCSTLANL
VVLTTGGIDDLCLKQFVESGAMAVRRCKKSDLKRIAKATGATLTVSLATL
VILTTKGIDDMALKYFVEAGAIAVRRVRKEDMRHVAKATGATLVTTFADM
VILTTKGIDDLCLKSIIEAGAMAVRRCKKEDLRRIAKASGATLLSSLSNL
VVLTTKGIDDLCLKEFVEAKIMGVRRCKKEDLRRIARATGATLVSSMSNL
VVLTTKGIDDLCLKYFVEAGCMAVRRCKKEDLKRIAKSCGGTVLITLANL
VVLCQKGIDDVAQHYLAKEGIYAVRRVKKSDMEKLAKATGAKIVTDLDDL
VVNTIRGIVKVAA---VKAPGFGDRR--KAMLQDIATLTGGTVISEEIGM
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Figure I1.2b Alignement multiple de DmTcpla, HsTcpl, XITepl, CeTepla, AtTepla,

DGEESFDASMVGEAAEVAQERICDDELILIKGTKARAAASIILRGPNDFY
EGEETFEAAMLGQAEEVVQERICDDELILIKNTKARTSASIILRGANDFM
EGEESFEASMLGQAEEVVQERICDDELILVKNTKARTCASIILRGANDFM
EGDEAFDASLLGHADEIVQERISDDELILIKGPKSRTASSIILRGANDVM
EGEETFDPAHLGSADEVVEERIADDDVILIKGTKTSSAVSLILRGANDYM
EGEETFESSYLGSAEEVVQEKFSDDECILVKGTKAYSSASIVLRGPNEYS
EGEETFESSYLGLCDEVVQAKFSDDECILIKGTSKHSSSSIILRGANDYS
EGEESFDTTALGIADEVVQDRLADDELIIVKNSNKKS-ASIILRGANELM
Te————- PSVLGEAEKVEERKIGDDRMTFVTGCKNPKAVSILIRGGTEHV
ELEKA-TLEDLGQAKRVVINKDTTTIIDGVGEEAAIQGRVAQIRQQIEEA

CDEMERS-VHDALCVVKRVLESKKVVAGGGCVEAAL----SIYLENFATS
CDEMERS-LHDALCVVKRVLESKSVVPGGGAVEAAL----SIYLENYATS
CDEMERS-VHDALCVVKRVLESKSVVPGGGAVEAAL----SIYLENYATS
LDEMERS-VHDSLCVVRRVLESKKLVAGGGAVETSL----SLFLETYAQT
LDEMERA-LHDALCIVKRTLESNTVVAGGGAVESAL~----SVYLEHLATT
LDEMERS-MHDSLSVVKRTLESGKVVPGGGAVETAL~----SIYLENFATS

LDEMERS-LHDSLSVVKRTLESGNVVPGGGCVEAAL~-~---NIYLDNFATT
LDEMERS-IHDSLCIVKRTLESGTIVPGGGAVESAL----SIYLDNIAAT
VSEVERA-LNDAIRVVAITKEDGKFLWGGGAVEAEL~----AMRLAKYANS
TSDYDREKLQER~---VAKLAGGVAVIKVGAATEVEMKEKKARVEDALHAT

LASREQLAIAEFAKSLLVIPKTLS---VNAAKDATDLVAKLRSYHNS---
MGSREQLAIAEFARSLLVIPNTLA---VNAAQDSTDLVAKLRAFHNE---
MGSREQLAIAEFARALLVIPKTLA---VNAAQDSTDLVAKLRAFHNE---
LSSREQLAVAEFASALLIIPKVLA---SNAARDSTDLVTFLRAYHSK---
LGSREQLAIAEFADALLIIPKVLA---VNAAKDATELVAKLRAYHHT---
LGSREQLAIAEFAQALLITIPRTLA---VNAAKDSTELTAKLRAYHAA---
VGSREQLAIAEFAAALLIIPKTLA---VNAAKDSSELVAKLRSYHAA---
MGSRKQLAISEFAESLLVVPKQLA---VNAALDASDLVSKLKAYHHA---
VGGREQLAIEAFAKALEITPRTLA---ENAGIDPINTLIKLKSEHEK---
RAAVEEGVVAGGGVALIRVASKLADLRGONEDQNVGIKVALRAMEAPLRQ

—————— SQT----KPERSDLKWTGLDLIEGVVRDNKKAGVLEPAMSKIKS

—————— AQV----NPERKNLKWIGLDLSNGKPRDNKQAGVFEPTIVKVKS
—————— AQV~----NPERKNLKWIGLDLLNGKPRDNKQAGVFEPTLVKTKS
—————— AQL~----IPQLOHLKWAGLDLEEGTIRDNKEAGILEPALSKVKS
—————— AQT----KADKKHYSSMGLDLVNGTIRNNLEAGVIEPAMSKVKI

------ SONAEVTDVKKRGYKNYGLDLLNGVIRDNVKAGVLEPSMSKLKS
------ SQMAKPEDVKRRSYRNYGLDLIRGKIVDEIHAGVLEPTISKVKS
------ AQ----TDPSKKSYAYSGLDLFNNKVRNNLEAGVLEPAIAKIKC
______ GKIS——-=====————--MGVDLDSNGAGDMSKKGVIDPVRVKTHA
IVLNCGEEPSVVANTVKGGDGNYGYNAATEEYGNMIDMGILDPTKVTRSA

LKFATEAAITILRIDDMIKLNPEDKSGK--SYADACAAGELDG--
LKFATEAAITILRIDDLIKLHPEILRIKHGSYEDAVHSGALND--
LKFATEAAITILRIDDVIKLHPEA-KEEKGKYHEAVQSGSIEN--
LKFATEAAITILRIDDLIKLDKQ-========— EPLGGDDCHA--
IQFATEAAITILRIDDMIKLVKDESQG-==========——=— EE--
LKSAVEACIAILRIDTSIKLDPERQPEDP---HAGLH-—-——=—=——
LKLALEACVAILRIDTMITVDPEPPKEDP---HD--H-=————=—=
IKFATESAITILRIDDKITLNP---REQQGGDHEGHG----- H--
LESAVEVATMILRIDDVIASKKSTPPSNQPGQGAGAPGGGMPEY-
LOYAASVAGLMITTECMVTDLPKNDAADLGAAGGMGGMGGMGGMM

SpTcepla, ScTepl, DdTepl, TvGroEL et EcGroEL

Les séquences des TCPs des eucaryotes sont hautement conservées.
Sc : Saccharomyces cerevisiae

Sp : Schizosaccharomyces pombe

Tv : Thermoplasma volcanium

Hs : Homo sapiens

Dm : Drosophila melanogaster
At : Arabidopsis thaliana
Ce : Caenorhabditis elegans

Ec: E. coli
X1 : Xenopus lavis
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Puisque CAKI est probablement spécifique aux champignons, il constitue une cible
sérieuse pour les antifongiques. Nous avons entrepris des ¢tudes biochimiques et génétiques

sur la kinase CaCAK1 de C. albicans.

3 Les cellules mutantes Cacakl sont déreprimées pour la croissance

hyphale et pseudohyphale

Le géne CaCAKI complémente une souche ASccakl. Nous avons isolé plusieurs
mutants conditionnels de Cacakl (Tableau I1.2). Nous avons dé¢lété une copie de CaCAKI
chez C. albicans en utilisant le systéme hisG-URA3-hisG. Nous avons intégré les mutants
Cacakl-URA3 a la place de la copie non délétée. Ainsi les souches obtenues possedent une
copie delétée de CaCAKI et une copie mutante du méme geéne. Les souches mutantes
présentent une croissance extrémement ralentie a 37°C. A 28°C les cellules sont trés fortement
allongées et présentent une croissance hyphale et pseudohyphale en milieu riche (YPD) sur
boite, comparées a une souche délétée seulement pour une copie de CaCAKI. Les cellules
mutantes cultivées en milieu riche (YPD) liquide sont allongées comparées a la souche

CaCAKI1/ACacakl (Figure I1.3).

4 La température de 37°C induit une réduction de la phosphorylation

activatrice de CaCdc28

Les protéines kinases CaCdc28 et ScCdc28 de poids moléculaires respectives 36 et 34
kDa présentent 80 % de résidus identiques et 90 % d’homologie. Nous disposons d’anticorps
polyclonaux dirigés contre ScCdc28. L’inhibition de I’activité kinase associée a Cdc28-
Clbl1,2 est responsable de I’¢longation cellulaire observée au cours de la différenciation

pseudohyphale en milieu carencé en azote (Miled et al., 2001).

L’inhibition de CaCakl dans les mutants de C. albicans induit une forte élongation
cellulaire et une stimulation de la croissance filamenteuse. L’ensemble des résultats chez S.
cerevisiae et C. albicans suggere fortement que 1’inhibition de I’activité kinase de CaCdc28
pourrait €tre nécessaire a 1’¢longation cellulaire et la croissance filamenteuse chez C. albicans
et par conséquence a sa virulence. La température interne des hotes de C. albicans est de
37°C. Nous avons aussi observé que la croissance filamenteuse est fortement inhibée chez S.

cerevisiae a basses températures.
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Cjtllclillfl Croissance pendant 4 jours sur milieu YPD
16°C 25°C ﬁlaglgggagion 349C 370C
1 + T+ + ++ -
Z - e + +- .
3 +++ +++ + e _
4 + t+ + ++ -
> + +t + ++ -
L 3 + ++ ++ -
7 +++ o+ + o+ -
8 ++ ++ e _ _
2 +- + ++ ot -
10 +++ +++ + T+ _
1 + ++ + ++ i
13 + ++ ++ ++ -
14 + ++ +- ++ _
15 ++ ++ + ++ i
16 R ++ i . i
17 +e- t+ + ++ -
18 ++ ++ + 4y i
19 + t+ +- ++ -
20 ++ ++ + 4y i
21 ++ + + ++ ]
23 +++ +++ + e ]
24 +- ++ + + _
26 ++ +++ + T+ _
27 ++ ++ + + i
28 ++ 4+ + -+ -
wt e e + ot +-

Tableau I1.2 Isolement de mutants Cacaklts/cs dans S. cerevisiae
Les mutants Cacakl conditionnels ont été isolé par complémentation et recherche d’alléles
thermosensibles ou/et cryosensibles chez un mutant Sccakl-4 de S. cerevisiae.
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Nous avons, donc testé 1’effet de la température sur le niveau de phosphorylation de
CaCdc28. Chez S. cerevisiae, la forme phosphorylée de ScCdc28 migre plus vite que la forme
non phosphorylée Nos données semblent indiquer que la protéine CaCdc28 préparée a partir
de cellules sauvages de C. albicans cultivées a 37°C migre plus lentement que la protéine
CaCdc28 préparée a partir de cellules cultivées a 28°C. La forme rapide de la protéine est
absente dans la souche mutante Cacakl-16 cultivée a température permissive de 28°C (Figure

1L.4).

A 2 3 1 52 3 B

ScCdc28
CaCdc28 >
CaCdc28-P : ScCdc28-P

<+—>r
wt T wt T wt

Cacakl-16 Sccakl-4

Figure 114 (A) CaCdc28 préparée a partir de C. albicans cultivée dans un milieu
YPD pendant une nuit jusqu’a DO=0,6 a 1 (1) Souche sauvage a 28°C (2) Souche
sauvage a 37°C (3) Souche mutante Cacakl-16 a 28°C. (B) ScCdc28 préparée a
partir de S. cerevisiae cultivée dans un milieu YPD pendant une nuit jusqu’a DO=06
(1) Souche sauvage a 28°C (2) Souche mutante Sccakl-4 a 37°C (3) Souche sauvage
a 28°C. Les protéines CaCdc28 et ScCdc28 sont immunorévélées par des anticorps
polyclonaux dirigés contre ScCdc28.

5 Discussion

Nous avons isolé les homologues fonctionnels de ScCAKI chez C. albicans , S. pombe et
K. lactis par complémentation d’un mutant Sccakl-4 a température restrictive. Nous appelons
les kinases que nous avons identifiées chez C. albicans et K. lactis CaCAKI et KICAKI
respectivement. Les kinases CaCakl, KlICakl et Cskl présentent 35 %, 36 % et 25 %
d’identité respectivement avec ScCakl et 26 %, 26 % et 30 % respectivement avec ScCdc28.
Ainsi les quatre CAKs étudiées ont gardé une activité enzymatique de type CAK, mais elles
ont divergé du point de vue séquence. Remarquablement, la séquence de Csk1 est plus proche
de la séquence de ScCdc28 (30 %) que de la séquence de ScCakl (25 %) (Tableau I1.2a). La
séquence de ScCdc28 présente aussi 25 % d’identité avec ScCakl, néanmoins elle ne

supprime pas la thermosensibilité du mutant Sccakl et Cskl ne complémente pas un mutant
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Scedc28 a température restrictive. Il faut noter que la complémentation de ASccakl par CSK1
n’est pas totale. En effet, les cellules sont toujours déréprimées pour la filamentation, alors
que les cellules de la souche ASccakl complémentées par CaCAKI ou KICAK ne le sont pas.
Ceci suggere que CSK/ est moins proche des kinases ScCAK, CaCAKI et KICAKI. Ainsi les
protéines kinases de la nouvelle famille Cakl semblent avoir conservé les résidus essentiels
au processus catalytique dans une configuration structurale permettant une activité
enzymatique de type CAK. Cependant, elles ont divergé fortement au niveau des résidus non
essentiels a leur activité enzymatique, ceci est confirmé par des études phylogéniques récentes
sur ’ensemble des CDKs et sur ScCakl et Cskl, qui semblent former une famille distincte du
reste des CDKs (Figure 11.5) (Liu et Kipreos, 2000). Nous avons montré que les 68 résidus en
C-terminal de ScCakl ne sont pas essentiels a son activité a température permissive (Voir
Résultats IIT). Enke et al., ont montré que les 31 résidus en N-terminal ne sont pas essentiels
aussi (Enke et al., 1999). 11 est possible qu'une grande partie des résidus des protéines kinases
de la famille Cakl ne contribue pas a I’édification de la poche catalytique et ne sont pas
régulés par d’autres protéines. Le seul motif conservé est la séquence PPH en N-terminal de la
famille Cakl, cette séquence pourrait étre impliquée dans le mécanisme catalytique de ces

kinases et notamment dans la fixation de I’ATP.

Les mutants Cacakl sont tres allongés et ressemblent fortement aux mutants Sccakl. Nos
résultats sur S. cerevisiae montrent que la réduction de I’activité mitotique associée a
ScCdc28 est essentielle a 1’¢longation cellulaire au cours de la différenciation filamenteuse.
La dérépression de la différenciation filamenteuse dans les souches mutantes de C. albicans et
la forte réduction du niveau de phosphorylation de la thréonine activatrice de CaCdc28 a 37°C
montrent qu’en réponse a une augmentation de la température (qui correspond a la
température interne de I’hdte de C. albicans) les cellules s’allongent et modifient leur cycle
cellulaire et ces changements peuvent bien E&tre expliqués par une réduction de la
phosphorylation activatrice de CaCdc28. Loeb et al., ont montré que les cyclines G1 sont
essentielles a la croissance hyphale chez C. albicans (Loeb et al., 1999). Cependant, les
séquences des cyclines G1 de C. albicans présentent moins de 11 % d’identité comparées aux
cyclines G1 de S. cerevisiae. Ainsi il est possible que les les cyclines G1 de C. albicans ne

soient pas associées a CaCdc28.
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On peut imaginer aussi que le complexe CaCdc28-Cln non phosphorylé sur la thréonine
activatrice de CaCdc28, posséde une activité réduite mais suffisante pour faire fonctionner le
cycle cellulaire pseudohyphal et hyphale. Chen et al ont identifi¢ une kinase trés proche des
CDKs chez C. albicans, Crkl (Chen et al., 2000). Cette kinase est essentielle a la
différenciation filamenteuse, mais elle n’est pas requise pour la croissance non filamenteuse.
Crk1 possede plusieurs sites potentiels de phosphorylation par Cdc28 et il est possible qu’elle
soit un substrat de Cdc28 et que cette phosphorylation soit inhibitrice. D’ou, en réponse a une
augmentation de la température, le niveau de phosphorylation de Crkl par Cdc28 est réduit,

ceci aurait pour conséquence une activation de la filamentation dépendante de Crk1.
6 Conclusion

La communauté scientifique considére que la phosphorylation activatrice des CDKs
par Cakl1 est constitutive (Harper et Elledge, 1998). Nous avons identifi¢ une nouvelle famille
de protéines kinases responsables de la phosphorylation activatrice des CDKS : la famille
CAK 1. Cette famille semble étre spécifique aux champignons et ne présente pas d’homologue
chez les eucaryotes supérieurs. La température de 37°C est nécessaire pour induire la
filamentation chez C. albicans (Braun et Johnson, 1997; Riggle et al., 1999; Sonneborn et al.,
1999; Ernst, 2000). Les voies de signalisation cellulaires activées par la température de 37°C
sont inconnues. Nous avons découvert que la température de I’hdte induit une forte réduction
de la phosphorylation activatrice de CaCdc28 (Figure II.6), qui serait responsable de

1I’¢longation cellulaire au cours des développements pseudohyphal et hyphal chez C. albicans.

7 Partie expérimentale

7.1 Isolement de mutants conditionnels de CaCAK1

Un fragment génomique de 5 kb contenant le géne CaCAKI a été¢ amplifié par PCR
mutagene. Les fragments sont clonés dans le plasmide pRS314 digéré par les enzymes Clal et
BamHI. Une souche de S. cerevisiae délétée pour le gene ScCAKI et complémenté par le
plasmide pJG43 contenant le géne sauvage ScCAK I et le marqueur URA3 a été transformé par
la banque de plasmides pRS314-Cacakl puis incubé sur SFOA pour contre-sélectionner le
plasmide pJG43. Les souches obtenues ont été testées pour leur croissance a différentes
températures. Le géne CaURA3 a été amplifié par PCR en utilisant des oligonucléotides
flanqués par 45bp présents dans la séquence 3’ de CaCAK]I et intégré a 150 bp du codon stop

de Cacaklts par recombinaison homologue chez S. cerevisiae.
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7.2 Isolement de CaCAKI, KICAKI, CSKI et DmTCP1

La souche cakl-4 a été transformée par trois banques génomiques provenant de C.
albicans, S. pombe et K. lactis et une banque d’ADNc de drosophile. Les plasmides
permettant une croissance a température restrictive ont été séquencés. L’origine des banques

est indiquée sur le tableau I1.1.

Souches et plasmides

Souche ou plasmide Génotype ou description Source

Souches de C. albicans

Caf4-2 Aura3::hisG/Aura3::hisG B.Pallier
UC258 Aura3::hisG/Aura3::hisG ACacakl ::hisG Ce travail
CSA4000 Aura3::hisG/Aura3::hisG ACacakl ::hisG/Cacakl-16 Ce travail

Souches de S. cerevisiae

GF2913 MATa his3 Sccakl-4 Faye
GF2168 MATa ura3-52 leu2 lys2 Acakl ::LEU2 TRPI ::CycloS (pJG43)

Plasmide

pVL1319-MO15 MO15 dans pGEX IM Egly
pCS976 MO15 de pVL1319-MO15 dans pYES2 Ce travail
pVL1319-cycH Cycline H dans PVL1319 IM Egly
pCS50 Cycline H de PVL1319-cycH dans pRS314 Ce travail
pCS150 Cycline H de pCS50 dans pCM 185 Ce travail
pCM185 J.Wiley

Milieux de culture

Les cellules de C. albicans disruptées par la cassette de HisG::Cacakl, ont poussé sur

SD puis passées sur du SD contenant 0,625mg/ml de SFOA et 0,1mg/ml d’uridine.



132

RESULTATS 111

Régulation et localisation de Cakl
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1 Localisation de Cakl

Nous avons fusionné la protéine GFP aux extrémités N- et C-terminales de Cak1 et les
constructions obtenues ont été clonées derriere le propre promoteur de CAK/ ou derricre le
promoteur GAL. La fusion de GFP a 'extrémité C-terminale de Cakl ne complémente pas
une souche Acakl et la localisation de la protéine de fusion est majoritairement nucléaire. La
fusion de GFP a I’extrémité N-terminale de Cakl complémente une souche Acakl et la
protéine de fusion est localisée dans le noyau et dans le cytoplasme (Figure III.1). La
localisation cellulaire n’est pas affectée par la nature du promoteur d’expression de la protéine

de fusion.

2 L’intégrité du domaine C-terminale de Cakl est nécessaire a son

activité

La fusion de GFP a Dlextrémité C-terminale de Cakl inhibe son activité. Pour
confirmer I’importance du domine C-terminal de Cak1 pour son activité, nous avons fusionné
un peptide de 70 acides aminés (ils succedent le codon stop de CAKI) a I’extrémité C-
terminale de Cakl. Cette protéine de fusion ne complémente pas une souche cakl-4 a
température restrictive. Nous avons aussi construit une souche diploide homozygote ¥ dans
laquelle Cakl est fusionnée par son extrémité C-terminale a la séquence HA. Cette souche
présente une ¢longation cellulaire dans un milieu carencé en azote en chémostat ne contenant
pas le tampon phtalate. En absence de phtalate 1’¢longation cellulaire n’est pas observée dans
une souche sauvage. Ceci suggere que ’activité de la fusion Cakl-HA est partiellement

inhibée par la présence du peptide HA en C-terminal de Cakl1.

Remarquablement la délétion des 68 acides aminés en position C-terminale de Cakl
n’est pas essentielle a son activité a température permissive dans le mutant cakl-1 (Figure
II1.2). Cette séquence contient des résidus conservés chez les autres CDKs et en particulier un
résidu R essentiel au processus catalytique chez la majorité des protéines kinases. Ceci montre
que les résidus qui interviennent dans le mécanisme catalytique dans la protéine kinase Cakl
sont en partie différents des résidus conservés chez les protéines de la grande famille des

kinases.
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Kinases kk k k k

cdk ekekx ek *e o+ + *e % o+ *+eo oteee . + . + oo CEXXES
ScCakl MKLDSIDITHCQLVKSTRTARIYRSDTYAIKCLALD-———- FDIPPHNAKFEVSILNKLG--NKCKHILPLLESKATDNNDLLLLFPFEE
ScCdc28 MSGELANYKRLEKVGEGTYGVVYKALDLRPGQGQRVVALKKIRLESE---DEGVPSTAIREISLLKELKDDN-~--IVRLYDIVHSDAHKLYLVFEFLD
HsCdk2 MENFQKVEKIGEGTYGVVYKARNKLTG---EVVALKKIRLDTE---TEGVPSTAIREISLLKELNHPN----IVKLLDVIHTEN-KLYLVFEFLH
HsCdc2 MENYQKVEKIGEGTYGVVYKARHKLSG---RIVAMKKIRLEDE---SEGVPSTAIREISLLKEVNDENNRSNCVRLLDILHAES-KLYLVFEFLD
SpCr —-KSDKWTYVKERKVGEGTYAVVFLGRQKETN-~--RRVAIKKIKVG---QFKDGIDISALREIKFLRESRHDN~--~--VIELVDVFSTKS-NLNIILEFLD
HsCdk7 -VKSRAKRYEKLDFLGEGQFATVYKARDKNTN---QIVAIKKIKLGHRSEAKDGINRTALREIKLLQELSHPN----IIGLLDAFGHKS-NISLVFDFME
ScKin28 MEYTKEKKVGEGTYAVVYLGCQHSTG---RKIAIKEIKTS---EFKDGLDMSAIREVKYLQEMQHPN-~---VIELIDIFMAYD-NLNLVLEFLP
Structure B B B a B p
Kinases k

cdk *+ . + 0+ ekihikit fex * ekeetitkes oo
ScCakl MNLYEFMOMHYKRDRRKKNPYYDLLNPSIPIVADPPVQKYTNQLDVNRYSLSFFRQMVEGIAFLHENKIIHRDIKPQONIMLTNNTSTVSPKLYIIDFGISYDMA
ScCdc28LDLKRYMEGIPK: DQPLGADIVKKFMMQLCKGIAYCHSHRILHRDLKPONLLINKD—-—-—— GNLKLGDFGLARAFG
HsCdk2 QDLKKFMDASAL TGIPLPLIKSYLFQLLQGLAFCHSHRVLHRDLKPONLLINTE- -GAIKLADFGLARAFG
SpCdc2 MDLKKYMDRISE TGATSLDPRLVQKFTYQLVNGVNFCHSRRIIHRDLKPONLLIDKE- -GNLKLADFGLARSFG
SpCrkl SDLEMLIKDKF IVFQPAHIKSWMVMLLRGLHHIHSRFILHRDLKPNNLLISSD- —-GVLKLADFGLSRDFG
HsCdk7 TDLEVIIKDNS LVLTPSHIKAYMLMTLQGLEYLHQHWILHRDLKPNNLLLDEN=-—~-~ GVLKLADFGLAKSFG
ScKin28TDLEVVIKDKS ILFTPADIKAWMLMTLRGVYHCHRNFILHRDLKPNNLLFSPD-———— GQIKVADFGLARAIP
Structure o o ] B ] o
Kinases k k

cdk ® % eee e0e |ikejeee o + ee +e QeteeQe . oo oo +eo++ + oo oo
ScCakl NNSQTSAEPMDSKVT-DISTGIYKAPEVLFGVKCYDGGVDVWSLLIIISQWFQRETSRMGHVPAMIDDGSDDMNSDGSDFRLICSIFEKLGIPSIQKWEEVAQHGSV
ScCdc28 --——--- VPLRAYTHEIVTLWYRAPEVLLGGKQYSTGVDTWSIGCIFAEMCNRKPIF - == === —m—mmmm e SGDSEIDQIFKIFRVLGTPNEAIWPDIVYLPD-
HsCdk2 PGDSEIDQLFRIFRTLGTPDEVVWPGVTSMPD-

SpCdc2 - VPLRNYTHEIVTLWYRAPEVLLGSRHYSTGVDIWSVGCIFAEMIRRSPLF-- —-PGDSEIDEIFKIFQVLGTPNEEVWPGVTLLQD-
SpCrkl - -TPSHMSHQVITRWYRPPELFMGCRSYGTGVDMWSVGCIFAELMLRTPYL-- --PGESDLDQLNVIFRALGTPEPEVIKSMQQLPNY
HsCdk7 PGDSDLDQLTRIFETLGTPTEEQWPDMCSLPDY
ScKin28 ---—--- APHEILTSNVVTRWYRAPELLFGAKHYTSAIDIWSVGVIFAELMLRIPYL-=-=-==—m————— PGONDVDQOMEVTFRALGTPTDRDWPEVSSFMTY
Structure o a

Kinases k

cdk + +

ScCakl DAFVGMFGADGDGKYVLDQEKDVQISIVERNMPRLDEIADVKVKQKFINCILGMVSFSPNERWSCQRILQELEKP
ScCdc28 --FKPSFPQWRR KDLSQVVPS LDPRGIDLLDKLLAYDPINRISARRAATHPYFQ..
HsCdk2 —-YKPSFPKWAR--————-— QDFSKVVPP—==—————————— LDEDGRSLLSQMLHYDPNKRISAKAALAHPFFQ..
SpCdc2 —-YKSTFPRWKR MDLHKVVPN GEEDAIELLSAMLVYDPAHRISAKRALQQONYLR..
SpCrk1l ~VEMKHIPPPNG---—————— GMEALFSAAG---——===——=—— HEEIDLLKMMLDYNPYRRPTAQQALEHHYFS...
HsCdk7 -VTFKSFP IPLHHIFSAAG DDLLDLIQGLFLFNPCARITATQALKMKYFS...
ScKin28 -NKLQIYPPPSR----—---- DELRKRFIAAS-——========= EYALDFMCGMLTMNPQKRWTAVQCLESDYFK...
Structure o o o

Figure III.2 Alignement multiple des Cdks et Cakl. La délétion des 68
résidus du coté C-terminal (en rouge) dans la protéine mutante
ScCakl-1 n’'affecte pas la fonction de la protéine in vivo. Les 31
résidus du co6té N-terminal (en vert, Résultats de Kaldis et al) ne
sont pas essentiels a la fonction de ScCakl. Ainsi 1les résidus
catalytiques dans la protéine kinase Cakl sont en partie différents
des résidus conservés chez les protéines de la grande famille des

kinases.

ILocalisation des mutations dans le mutant cakl-4 : (en bleu : résidus
de la protéine sauvage et en violet : résidus dans la protéine

mutante ScCakl-4). (TDN — TGN, GVD — GED, GSD — GCD et KVK — KGK)

k: résidu conservé dans la majorité des protéines kinases
.: résidu conservé dans la famille des CDKs

*: résidu présent dans toutes CDKs

+: résidu conservé dans Cakl et les CDKs.

o: hélice a

p: feuillet B
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3 Les thréonines en position 192 et 202 de Cakl ne sont pas essentielles in

vivo et in vitro

Plusieurs protéines kinases subissent une ou plusieurs phosphorylations activatrices au
niveau de la boucle T. Ces phosphorylations sont essentielles pour ’activité de plusieurs
Cdks, par exemple : Cdc28, Cdk2, Cdc2 et Cdk7. L’ alignement des séquences de la boucle T
de différentes CDKs et de Cakl montre que la thréonine en position 202 de Cakl est alignée

avec la thréonine ou la sérine activatrice de plusieurs CDKs (Figure I11.3).

ScCakl 179 192 202 213
ScCakl----- DFGISYDMANNSQTSAEPMDSKVTD-ISTGIYKAPE
ScCdc28----DFGLARAFGV-———=———- PLRAYTHEIVTLWYRAPE
HsCdk2-——--- DFGLARAFGV-===———— PVRTYTHEVVTLWYRAPE
SpCdc2----—- DFGLARSFGV-===—=——— PLRNYTHEIVTLWYRAPE
HsCdc2—-—=—--- DFGLARAFGI--————-- PIRVYTHEVVTLWYRSPE
HsCdk6——--- DFGLARIYSF-—-—-=———- OM-ALTSVVVTLWYRAPE
SpCrkl----- DFGLSRDFGT--=-=-———- P-SHMSHQVITRWYRPPE
HsCdk7-—--- DFGLAKSFG----S----PNRAYTHQVVTRWYRAPE
X1Mol5-=—-- DFGLAKSFGS—-—-=-=———- PNRIYTHQVVTRWYRSPE
ScKin28----DFGLARAIPA-——————- PHEILTSNVVTRWYRAPE
mutations R A A K

Les résidus T192 et T202 ne sont pas essentiels in vitro et in vivo.
Les résidus D179 et E213 sont essentiels in vitro et in vivo.

ScCakl 31
ScCakl MKLDSIDITHCQOLVKSTRTARIYRSDTYAIK
gg g
ScCdc28 -ANYKRLEKVEGTYG-GVVYKALDLRPG-QGORVV-ALK
HsCdk?2 MENFQKVEKIGEGTYGVVYKA---RN-KLTG-EVVALK
SpCdc2 MENYQKVEKIGEGTYGVVYKA---RH-KLSGRIV-AMK
HsCdc2 MEDYTKIEKIGEGTYGVVYKG---RH-KTTG-QVVAMK
HsCdk6 --DQOYECVAEIGEGAYGKVFKA---RDLKNGGRFV-ALK
SpCrkl --KWTYVKERKVGEGTYAVVF--LG-RQ-KETNRRV-AIK
HsCdk7 --AKRYEKLDFLGEGQFATVYKA---RD-KNTN-QIVAIK
X1Mol5 --AKQYEKLDFLGEGQFATVYKA---RD-KNTDRIV-AIK
ScKin28 MEYTKEKKVGEGTYAVVY--LGCQHST--GRKI-AIK
mutation A

Figure III.3 Le résidu K31 n’est pas essentiel in vivo et possede moins de
10 % d’activité in vitro.
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Nous avons muté les thréonines en position 192 et 202 en alanine. Les mutants
caklTI1924 et caklT2024 complémentent une souche Acakl. Nous avons purifié les protéines
mutantes en utilisant une colonne de chromatographie Ni-NTA-Agarose suivie par une
chromatographie sur Superdex75 (Figures I11.4). Nous avons trouvé que ’activité kinase des
protéines CakITI192A et CaklT202A sur les substrats de Cakl, Cdc28 et Cdk2 est
comparable a la protéine Cakl sauvage. Ces résultats suggerent fortement que les thréonines
en position 192 et 202 de Cakl ne sont pas essentielles a I’activité de Cakl in vivo et in vitro
(Figure IIL.5.). Nous avons aussi montré que la protéine Cakl purifiée a partir d’E. coli est
capable de phosphoryler ses substrats Cdc28 et Cdk2. Ceci suggére fortement que Cakl ne

subit pas des modifications postraductionnelles pour son activité in vitro.
4 La lysine en position 31 de Cakl n’est pas essentielle in vivo

La lysine hautement conservée en position N-terminale des protéines kinases est
essentielle a la coordination de ’ATP et au processus catalytique. La mutation de cette lysine
abolit ’activité kinase par inhibition de la fixation de I’ATP (De Bondt et al., 1993; Hanks et
al., 1988). Nous avons muté la lysine en position 31 en alanine. Le mutant cakl/K31A4
complémente une souche Acakl. Nous avons purifi¢ la protéine mutante CaklK31A en
utilisant une chromatographie Ni-NTA-Agarose suivie par une chromatographie sur
Superdex75. Nous avons trouvé que I’activité kinase de la protéine CaklK31A sur les
substrats de Cakl, Cdc28 et Cdk2 est d’environ 10 % comparée a I’activité kinase de la
protéine Cakl sauvage (figure II1.5). Ainsi la lysine en position 31 de Cakl n’est pas

essentielle a ’activité de Cakl in vivo et in vitro.

A " Cde2sHis6

Caklwt CaklK31A
<4— Cdc28His6
Caklwt Cak1T192A Caklwt Cak1T202A

C <4— Cdc28His6

Caklwt Cak1D179R Cak1E213K Caklwt

Figure III.5 1ng Cakl-His6 wt ou
p MB —» mutantes sont incubés avec 500ng de
Cdc28-His6 avec 1uCi de yP”-ATP

Caklwt Cak1K31A pendant 30 minutes a 28°C.
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5 L’aspartate 179 et la glutamate 213 sont essentielles

Les résidus D et E de la séquence DFG—APE (segment d’activation) sont essentiels au
processus catalytique de la majorité des protéines kinases. Nous avons muté le résidu D179 de
Cakl en R et le résidu E213 en K. Les mutants cakIDI179R et caklE213K ne complémentent
pas une souche Acakl. Nous avons purifié les protéines mutantes Cak1D179R et Cak1E213K
en utilisant une chromatographie Ni-NTA-Agarose suivie par une chromatographie sur
Superdex75. Nous avons trouvé que I’activité kinase des protéines CaklDI79R et
Cak1E213K sur les substrats de Cakl, Cdc28 et Cdk2 est inférieure a 2 % comparée a
I’activité kinase de la protéine Cakl sauvage (figure 6). Ainsi les résidus D179 et E213 de

Cakl sont essentiels a [’activité de Cakl in vivo et in vitro.

6 La Myelin Basic Protein (MBP) est un substrat de Cak1 in vitro

La protéine MBP est un substrat classique des MAPK. C’est une petite molécule de 18
kDa trés riche en résidus sérine et thréonine. Pour tester 1’activité kinase de Cakl, on utilise
les protéines Cdc28 et Cdk2. La purification de ces deux protéines est relativement difficile.
Nous avons donc cherché d’autres molécules commercialisées et phosphorylables par Cakl.
L’histone H1 est un substrat classique de Cdc28 et Cdk2, mais il n’est pas phosphorylé par
Cakl. Nous avons trouvé que la protéine sauvage Cakl hautement purifiée phosphoryle la
protéine MBP. La phosphorylation de la protéine MBP par la protéine CaklK31A est
quasiment nulle. Ces résultats montrent clairement que la protéine MBP est un substrat de la
kinase Cakl in vitro. La séquence reconnue par Cakl et contenant la thréonine phosphorylée
dans la protéine Cdc28 est RXXTI169H. On trouve un peptide similaire de séquence RX-
T94H dans la protéine MBP et qui pourrait étre phosphorylé par Cak1 (Figure III. 6).
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PM=18kDa
Substrat classique des MAPK

La séquence reconnue par Cakl1 (Cdc28) est RXXT*H
La séquence contenant la Thr94 (MBP) est RX--T*H

AAQKRPSQRSKYLASASTMDHARHGFLPRHRDTGILDSLGRFFGSDRGAPKR
GSGKDGHHAARTT*HYGSLPQKAQGHRPQDENPVVHFFKNIVIPRTPPPSQG
KGRGLSLSRFSWGAEGQKPGFGYGGRASDYKSAHKGLKGHDAQGTLSKIFK
LGGRDSRSGSPMARR

Figure II1.6 La protéine MBP est un nouveau substrat de Cak1 in vitro

7 Roles de Cakl a 37°C

Les résultats de Levine et Cross (Levine et al.,, 1998) suggérent que le seul rdle
essentiel de Cakl est la phosphorylation de Cdc28 sur la thréonine 169. En effet, le mutant de
Cdc28-43244 complémente une souche AcaklAcdc28 a 25°C. Le groupe de Morgan a montré
que Cakl phosphoryle la protéine kinase Kin28 au niveau de la thréonine activatrice de la
boucle T, mais cette phosphorylation n’est pas essentielle a la survie cellulaire (Espinoza et
al., 1998). Nous avons trouvé que le mutant Cdc28-43442 ne complémente pas une souche
cakl-4 a température restrictive. Les souches mutantes cakl-4 haploide et diploide sont de
fonds génétique . Ces résultats suggerent que la protéine Cakl posséde un ou plusieurs rdles

essentiels a 37°C.
8 Le niveau protéique de Cakl diminue en phase stationnaire

En phase stationnaire, les cellules arrétent la division cellulaire. Nous avons montré
que le niveau protéique de Cakl dans une souche sauvage diminue fortement aprés quatre
jours de culture sur un milieu riche comparé a la méme souche préparée a partir d’une culture

en phase exponentielle apres 16 heures (Figure I11.7).
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< Cak1

Figure II1.7 Le niveau protéique de Cak1 est réduit dans les cellules
diploides en phase stationnaire. Souche sauvage en (1) YPD a
DO=0,6 (2) chémostat en milieu carencé en azote (3) phase
stationnaire.

Cakl phosphoryle Cdc28 et également Kin28. Les formes phosphorylées de Kin28
migrent plus vite que les formes non phosphorylées sur gel SDS-PAGE. Nous n’avons pas
trouvé une déphosphorylation nette de Cdc28 en phase stationnaire, mais nous avons observé
que la majorité de Cdc28 est phosphorylée. Par contre dans les mémes conditions nous avons
trouvé que la protéine Kin28 est largement sous formes déphosphorylées et migre plus
lentement en phase stationnaire comparé a la méme souche sauvage en phase exponentielle
(Figure I11.8). Ces résultats montrent qu’en phase stationnaire la phosphorylation de Kin28 au

niveau de la thréonine 162 est fortement réduite.

‘ <— Kin28HA

N | «— kin2sHAP

Figure I11.8 Kin28HA est majoritairement non phosphorylée dans les cellules
diploides en phase stationnaire.(1) Souche sauvage en Chémostat en carence
en azote. (2) Souche sauvage en YPD. (3) Mutant AcaklIKIN28TI62E en
YPD. (4) Souche sauvage sur boite carencée en azote. (5) Souche sauvage en
phase stationnaire. Moins de protéines ont été chargé dans les puits 1 et 3.
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9 Mutants cakl thermosensibles et leur phénotype

L’isolement de mutants cakl thermosensibles avait été effectu¢ dans le laboratoire de
G. Faye avant mon arrivée. Je rappellerai que pour les produire, le géne CAK/ a été amplifié
par PCR dans des conditions permettant de générer des erreurs (Faye et al., 1997). Les
fragments obtenus ont été intégrés dans le génome de levure. Le protocole utilisé a été publié
(Thuret et al., 1996). Soixante et un mutants thermosensibles ont été retenus. Plusieurs d’entre
eux avaient une morphologie anormale (cellules allongées) et développaient, sur des boites
YPD, des colonies présentant des pseudohyphes. Notons que le contexte génétique de ces
mutants est celui des souches du laboratoire de G. Faye, contexte qui est différent de celui des
souches dérivées de X1278b (souches dont je ferai précéder le nom par £ quand je les

nommerai par la suite).

Nous avons croisé ces mutants avec une souche sauvage pour obtenir des ségrégants
de sexes opposé€s, portant une mutation cakl thermosensible et les marqueurs génétiques
convenables. Des diploides homozygotes pour chaque mutation cakl-ts ont été isolés. Leurs

capacités a sporuler et a produire des pseudohyphes ont été testées.

Pour suivre la sporulation, les diploides ont été sélectionnés sur milieu SD (-lys,-his)
puis leur aptitude a utiliser le glycérol comme source de carbone a ¢été vérifiee. Ces diploides
furent mis a sporuler sur milieu SPO2 pendant 6 jours a 28°C. Sur 40 mutants diploides
étudiés, 7 avaient une sporulation nulle (aucune tétrade), 13 une sporulation déficiente
(nombre de tétrades faible, tétrades incomplétes, spores en fuseau), 20 une sporulation
apparemment normale. Ce résultat confirme que Cakl joue un (ou des) role(s) essentiel(s)

dans le déroulement de la sporulation.

Les mémes 40 diploides ont été sous-clonés sur milieu carencé en azote (milieu SLAD
(Gimeno et al., 1992) ou sur milieu YPD et placés a 28°C. Les colonies se développant furent
observées aprés 16 heures puis 48 heures. Comme contrdle, nous avons ajouté un diploide
Zwt/Ewt et un diploide Zcakl-4/Zcakl-4. L’observation des colonies sur milieu carencé en
azote, nous a conduit a classer les diploides dans plusieurs groupes selon leur production de
pseudohyphes : 4 diploides formaient des pseudohyphes en quantité comparable a celle de
Zcakl-4/Zcakl-4, 9 diploides en produisaient comme Xwt/Zwt, d’autres diploides montraient
peu de pseudohyphes, une douzaine de diploides étaient sans pseudohyphes et finalement 4

diploides avaient du mal a pousser. Les diploides produisant beaucoup de pseudohyphes sur
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milieu carencé en azote en formaient également beaucoup sur YPD, cependant apres 48

heures de croissance, il semblait que cette production régressait.
10 Révertants extragéniques

Pour découvrir des composants cellulaires interagissant avec Cakl, nous avons
entrepris une recherche de révertants extragéniques a partir des 61 mutants cakl-ts
disponibles. Ces mutants ont d’abord été sous-clonés sur YPG. Pour chacun, 5 colonies ont
servi a ensemencer 5 cultures de 2,5 ml de YPG. Apres croissance pendant 5 jours a 25°C, les
culots de cellules sont étalés sur boites YPD et mis a 37°C. Les boites sont observées a 5, 9 et
14 jours. Seuls 10 mutants donnerent un total de 75 révertants. Ces derniers ont été croisés
avec une souche sauvage, les diploides obtenus mis a sporuler et 10 tétrades furent disséquées
pour chaque révertant et ceci pour déterminer si les révertants étaient intragéniques ou trés
liés ((4 +/ 0 ts) ou extrageéniques et non liés (3 +/ 1 ts). Il est apparu que seuls les révertants
de cakl-ts2334 étaient extrageniques. Nous avons poursuivi ’analyse de 1’un d’entre eux.
Nous avons trouvé qu’il était dominant. Nous avons transformé le mutant cakl-ts2334 avec
une banque génomique préparée a I’aide de I’ADN du révertant, aprés I’avoir partiellement
digéré avec Sau3A. Le geéne suppresseur a ét¢ identifié. Il s’agit d’un ARN de transfert sérine

muté dans son anticodon. Ce résultat n’est pas celui que nous cherchions.
11 Recherche de mutations co-létales avec les mutations cakl-2 et cakl-4

Une autre approche génétique pour identifier des interactions cellulaires est la
recherche de mutations co-létales avec une mutation donnée. Nous avons suivi la méthode de
(Bender et Pringle, 1991). Nous avons construit quatre souches : deux de sexes opposés et
portant les mutations cakl-2, ade? et ade3 et deux autres souches également de sexes opposés
et portant les mutations cakl-4, ade? et ade3. Ces quatre souches contenaient le plasmide
p562 qui est multicopie (2u) et dans lequel sont insérés les genes CAKI et ADE3 sauvages.
Ces quatre souches ont été irradiées par les UV (taux de survie 10 %), puis étalées, apres
dilutions convenables, sur boites YPD contenant 8% de glucose. Sur ce milieu, les souches
perdent facilement le plasmide p562 (CAKI) et les colonies se développant sont blanches ou
sectorisées. Si une cellule a ét¢ mutée dans un géne dont la fonction interfére avec celle de
Cakl1 de telle sorte que la présence des deux mutations soient 1étale pour la cellule, alors le

plasmide p562 ne peut pas étre perdu et la colonie qui se développera sera rouge.
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Les nombres des candidats retenus pour les quatre souches ont été respectivement : 26,
13, 18, 14. Nous avons tent¢ d’établir les groupes de complémentation en croisant les
candidats MATa cakl-2 avec les candidats MATa cakl-2 et les candidats MATa cakl-4 avec
les candidats MATa cakl-4. Cependant les tableaux obtenus ont été difficiles a interpréter,
peut-étre a cause de phénomenes de semi-dominance. Nous nous sommes contentés
d’analyser les mutants co-1étaux thermosensibles. Huit candidats ont été étudiés plus avant.
Nous les avons transformés avec une banque génomique sauvage monocopie (vecteur
Ycp50). Nous avons isolé des plasmides rendant ces mutants thermorésistants et capables de
produire des colonies sectorisées. Les geénes responsables de ces complémentations ont été
identifiés. Nous avons ainsi trouve les genes KIN2S, YDJI, PAF1, CTRY, GPII. Ydjl est une
chaperonne du type Hsp40 associ¢e a Hsp70 et qui agissant avec Cdc37 et Hsp90, participe au
repliement des protéines kinases. Pafl et Ctr9 sont deux composants d’un complexe qui
semble s’associer a I’ARN polymérase II. Ce complexe est sensible aux signaux véhiculés par
la voie MAP kinase Pkcl1-Mpkl (chocs thermiques, faible pression osmotique, déformations
de la membrane cellulaire) et influencerait 1’expression de génes impliqués dans la
biosynthese de la paroi cellulaire ou dans la recombinaison (Chang et al., 1999). Gpil est une
protéine essentielle qui joue un role, en fait mal défini, dans la premiére étape de la
biosynthése du glycosylphosphatidylinositol (GPI). Rappelons que le GPI est un glycolipide
qui est ajouté, au niveau de 1’ergasptoplasme, a 1’extrémité C-terminale de protéines qui sont
transférées a la surface membranaire ou qui sont libérées dans la paroi cellulaire (Herscovics
et Orlean, 1993).Chez S. cerevisiae, 33 protéines, dont la protéine Flol1, ont été reconnues

comme subissant cette modification.

Ainsi en plus de phosphoryler Kin28, Cakl interagit avec d’autres facteurs de
transcription tels Ctr9 et Pafl. Ce qui peut indiquer qu’une fonction importante de Cak1 serait

de moduler I’expression du transcriptome quand la cellule subit des conditions stressantes.

12 Discussion

Nous avons fusionné la protéine GFP a I'extrémité N-terminale de Cakl et nous avons
trouvé que GFP-Cakl est localisée dans le noyau et dans le cytoplasme in vivo. Kaldis et al
ont trouvé que Cakl est localisée exclusivement dans le cytoplasme en utilisant des
expériences d’immunofluorescence et de fractionnement cellulaire (Kaldis et al., 1998).
Kin28 est un substrat de Cakl et est localisée dans le noyau ce qui suggere que Cakl est

localisée également dans le noyau. La localisation cytoplasmique et nucléaire de GFP-Cakl in
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vivo est vraisemblable. La fusion entre GFP et d'autres protéines est couramment utilisée dans
les expériences de localisation. La fusion de GFP a l'extrémité C-terminale de Cakl favorise
une localisation nucléaire de Cakl-GFP. La fusion de GFP ou d'un peptide de 70 acides
aminés a l'extrémité C-terminale de Cakl inhibe 1'activité Cakl. La fusion de GFP, GST,
GAL4 ou LEXA a l'extrémité N-terminale de Cakl semble ne pas interférer avec l'activité de
Cakl1 in vivo et in vitro. Ceci suggere que le domaine C-terminal serait impliqué fortement
dans I’interaction de Cakl avec ses substrats et particulicrement Cdc28. Il est possible aussi
que la protéine de fusion GFP du c6té C-terminal de Cakl1 soit mal repliée. Remarquablement
la séquence d'un mutant cakl-1 montre que la délétion des 68 derniers acides aminés en
position C-terminale n'affecte pas la fonction de Cakl a température permissive. Ainsi, les 68
acides aminés en C-terminal de Cakl ne sont pas essentiels a 'activité de Cakl (Figure I11.2).
Le peptide délété contient un résidu R en position 324 qui est hautement conservé chez les

protéines kinases et qui est essentiel dans le processus catalytique.

Plusieurs protéines kinases posseédent une thréonine activatrice au niveau de la boucle
T. Nous avons muté des thréonines potentiellement homologues aux T/S activatrices dans la
protéine Cakl. Les expériences génétiques et biochimiques ont montré que les thréonines 192
et 202 ne sont pas essentielles a l'activit¢ de Cakl in vivo et in vitro. Généralement, la
phosphorylation de la thréonine activatrice de la boucle T est essentielle pour neutraliser les
charges basiques au niveau de la poche catalytique et permettre I’acces des substrats au site de
catalyse. Ceci suggére que le site catalytique de Cakl n'est pas auto-inhibé par la boucle T et
qu'il est accessible aux substrats de Cakl en absence de phosphorylation de la (les) thréonine
hautement conservée. Le groupe de Solomon a montré aussi que les sérines en position 190 et
199 appartenant a la boucle T ne sont pas essentielles a l'activité¢ de Cakl. Il reste possible
aussi qu'une ou plusieurs phosphorylations au niveau de la boucle T seraient plutot
inhibitrices dans certaines conditions. Ainsi la régulation de l'activité enzymatique de Cakl
est trés différente de celle de la grande famille des protéines kinases. Le mode de fixation de
I'ATP par les protéines kinases est trés conservée. La coordination de la molécule d'ATP
nécessite la présence d'une boucle riche en glycine et une lysine en position N-terminale. La
protéine Cakl ne contient pas la boucle riche en glycine, nous avons mesuré la constante de
dissociation de Cakl sauvage pour 'ATP (K¢=2.10"). Cette constante est trés proche de la
constante de dissociation de Cdk7 (K¢=10) (Figure IIL9).
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Figure III.9 Détermination de la
constante de dissociation de Cakl
sauvage par spectrophotométrie.
Kd=2.10° ( G.Divita).

Nous avons trouvé que la lysine hautement conservée en position 31 n'est pas
essentielle a l'activité¢ Cakl in vivo et in vitro. La délétion des 31 acides aminés en position N-
terminal n'inhibe pas l'activité de Cakl. L'ensemble de ces résultats montre que Cakl a tres
fortement divergé de la grande famille des protéines kinases et suggere que Cakl pourrait
avoir une structure 3D différente des autres kinases. Il serait utile de déterminer la structure
cristallographique de Cakl. La recherche d’homologues fonctionnels de Cakl suggére
fortement que Cak]1 est spécifique aux champignons. Grace a ces travaux, Cakl constitue une

cible sérieuse pour les antifongiques, actuellement exploitée par la Société Aventis.

13 Conclusion

Nos résultats montrent que GFP-Cakl1 est localisée dans le noyau et dans le cytoplasme.
Les thréonines en position 192 et 202 de Cakl ne sont pas essentielles in vivo et in vitro.
Remarquablement la lysine hautement conservée et participant a la fixation de I’ATP n’est
pas essentielle in vivo. Cependant ’aspartate 179 et le glutamate 213 sont essentiels. Ces
mutans ont permis de montrer que la Myelin Basic Protein (MBP) est un substrat de Cakl in
vitro. Nos études in vivo attribuent un rdle essentiel a Cakl a 37°C indépendamment de la
phosphorylation activatrice de Cdc28. Nous avons également montré que le niveau protéique
de Cakl diminue en phase stationnaire. Par contre, nos résultats suggerent fortement que
Cakl est essentielle a la sporulation. Enfin nous avons trouvé que les mutations dans les génes
pafl, ctr9 et gpil sont co-létales avec les mutations cakl-2 et cakl-4. Ainsi il existe des
interactions génétiques entre CAKI et les genes PAFI, CTR9 et GPII. Des expériences
biochimiques sont en cours pour savoir si la protéine Cakl interagit physiquement avec les

facteurs Pafl, Ctr9 et Gpil.
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14 Partie expérimentale

14.1Purification d’ His6-Cak1 a partir d’E. coli

La souche E. coli BL21 (pHIS6-CAKI) pLys est cultivée dans 100ml LBA-Cm
jusqu’a DO=0,9 a 37°C, puis a 16°C pendant 16h. L’induction est réalisée avec 0,4mM IPTG
pendant 23h. Le culot est lavé avec 0,9 % NaCl et resuspendu dans le tampon M (20ml)
50mM Tris-HCI pH7,5, ImM imitable, 300mM NaCl, 10% glycérol contenant la DNasel
10U/ml, 2mM pefabloc et 10ug/ml de chaque chymostatin, leupeptin, pepstatin et aprotinin).
Aprées sonication et centrifugation a 16000 rpm 20mn et 45000 rpm 1h. 20ml de I’extrait sont
chargés dans une colonne NiNTA-Agarose (0,25ml)équilibrée avec la tampon M, puis lavée
avec 2.5ml du tampon M, 2.5ml et du tampon F (50mM Tris-HCI pH7,5, 20mM imidazole,
300mM NaCl,, 10% glycérol). L ¢lution est faite avec Sml de 250mM imidazole, 50mM Tris-
HCI pH7,5 et 300mM NacCl contenant les inhibiteurs des protéases.

Souches et plasmides

Souche ou plasmide de S. cerevisiae

Souche ou plasmide Génotype ou description Source

Souches de S. cerevisiae

GF0000 AcaklAcdc28 CDC28-43244 Ce travail
GF2913 MATa his3 Sccakl-4 ura3-52 trpl leu2-3 lys2 Ce travail
CSY2003 MATa/a leu2::hisG/LEU2 trpl.::hisG/TRPI ura3-52/ura3-52 Ce travail
cakl-4/cakl-4

Plasmide

PCS102 PRS426-CAKI-GFP Ce travail
PCS900 PRS426-GFP-CAK1 Ce travail
PCS101 PRS426-CAKI-peptide68 Ce travail
PCS431 pFus CAKIK31A4 Ce travail
PCS4192 pFus CAKITI1934 Ce travail
PCS4202 pFus CAKIT2024 Ce travail
PCS4213 pFus CAKIE2134 Ce travail
PCS4179 pFus CAKID1794 Ce travail
PFusionator (pFus) LEU2 pGALI Ce travail

PHE90 CAKI-HA D Morgan
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RESULTATS 1V

Régulation de la différenciation filamenteuse
par les phosphatases CDCI14, GLC7, PPH2I,
PPH2?22, PPH3, PPZI1, PPZ2, PTC2, PT(C3 et
SIT4 et isolement des phosphatases de Cdc28
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1 Introduction

Le but de cette ¢étude a ¢été d’identifier les phosphatases responsables de la
déphosphorylation de la thréonine activatrice en position 169 de Cdc28 et d’une fagon plus
générale, d’isoler des phosphatases impliquées dans la régulation de la différenciation

filamenteuse.

Les phosphatases sont au nombre de 32 chez S. cerevisiae et sont classées en trois
catégories : (1) Les protéines phosphatases a thréonine et/ou une sérine (2) Les protéines
phosphatases a thréonine et/ou une sérine et tyrosine dites phosphatases a double spécificité.

(3) Les protéines phosphatases a tyrosine

La protéine Cdc28 est phosphorylée sur la thréonine 169 par la protéine kinase Cakl.
On pense que les phosphatases responsables de la déphosphorylation de la thréonine 169
appartient aux deux premieres catégories et dont le nombre est 22. Nous avons réalisé
l'alignement multiple des séquences de ces 22 phosphatases ainsi que des phosphatases a
tyrosine. L'alignement met en évidence la présence de résidus conservés a des positions bien

déterminées propres a chaque famille.

Nous avons montré que la déphosphorylation de la thréonine 169 de Cdc28 induit une
trés forte stimulation de la filamentation (Miled et al., 2001). La sur-expression des
phosphatases responsables de la déphosphorylation de Cdc28T169 devrait stimuler la
croissance filamenteuse. Nous avons donc cloné 1’ensemble des 22 phosphatases contenant
virtuellement les phosphatases responsables de la déphosphorylation de Cdc28T169 dans un
plasmide multicopie. Les constructions ont été introduites dans des souches sauvages

diploides et haploides de fonds génétique Z.

2 Effet de la sur-expression des phosphatases sur la croissance cellulaire

Les souches haploides sur-exprimant CDCI4, GLC7 et PPTI présentent un retard de
croissance a 16°C, 25°C, 28, 30°C et 32°C, mais ne poussent pas ou tres peu a 37°C sur un
milieu riche ou carencé en azote. Les souches diploides sur-exprimant PPH21, PPH22, PPT1,
PPZ2 et YCR0O79C présentent un retard de croissance a 37°C. Remarquablement la croissance

est rétabli a 37°C sur un milieu carencé en azote (Figure IV.1).
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Figure IV.1 Effet de la sur-expression des phosphatases sur la croissance cellulaire en milieu

riche et carencé en azote a 28°C et 37°C

28°C 37°C
diploides sur milieu riche diploides sur milieu riche
diploides sur milieu pauvre diploides sur milieu pauvre
haploides sur milieu riche haploides sur milieu riche
haploides sur milieu pauvre haploides sur milieu pauvre

De gauche a droite : CDC14, CMP2, CNA1, GLC7,PPG1, PPH21, PPH22, PPH3, PPQI,
PPT1, PPZ1,PPZ2, SIT4, YBR125C, YCRO79c, YIL113W, YNRO022C, YOR0090C,YVH1
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3 Effet de la sur-expression des phosphatases sur la filamentation

La sur-expression des phosphatases CDCI4, GLC7, PPH21, PPH22, PPH3, PPZI,
PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4 stimulent la croissance filamenteuse dans les souches diploides et
haploides sur un milieu carencé en azote. Ces résultats suggérent que les phosphatases
CDC14, GLC7, PPH21, PPH22, PPH3, PPZI, PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4 pourraient réguler
la croissance filamenteuse dans une souche sauvage en réponse a une carence en azote. Il est
possible que les phosphatases de la thréonine activatrice de Cdc28 soient parmi ces

phosphatases (Figure [V.2).

4 Analyse des interactions génétiques entre CDC28 et CDCI4, GLC7,
PPH?1, PPH22, PPH3, PPZ1, PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4

Si parmi les stimulateurs de la croissance filamenteuse CDCI4, GLC7, PPH2I,
PPH22, PPH3, PPZI, PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4 une ou plusieurs phosphatases seraientt
responsables de la déphosphorylation de la thréonine activatrice de Cdc28, la co-expression
du mutant CDC28-43244 avec I'une de ces phosphatases supprimerait le phénotype hyper-
filamenteux observé dans ces souches. La co-expression du mutant CDC28-43244 dans les
souches sur-exprimant CDC14, PTC2 et PTC3 inhibe I’hyper-filamentation dans ces souches
sur un milieu carencé en azote. La co-expression du mutant CDC28-43244 dans les souches
sur-exprimant GLC7, PPH21, PPH22, PPH3, PPZI, PPZ2 et SIT4 n’affecte pas ou peu
I’hyper-filamentation de ces souches sur un milieu carencé en azote. Ces résultats suggerent
que les phosphatases CDC14, PTC2 et PTC3 pourraient étre des phosphatases agissant sur la
thréonine 169 de Cdc28 (Figure 1V.3).
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S Analyse des interactions génétiques entre les phosphatases CDCI4,
GLC7, PPH21, PPH22, PPH3, PPZ1, PPZ2, PTC2, PTC3, SIT4 et les
voies : MAPK, ASH1, GPA2, PHDI et XBP1

L’inactivation de la voie MAPK par délétion de STE20 ou TECI ou I’inactivation de
la voie AMPc par délétion de GPA2 ou par délétion d’ASHI, PHDI ou RAS2 inhibent
fortement la filamentation dans les souches sur-exprimant les phosphatases PPH21, PPH22,
PPH3, PPZ2, PTC2, PTC3. La sur-expression de CDC14 rétablit la croissance filamenteuse
dans les souches Aste20, Atecl, Aras2, Agpa2, Aashl, Aphdl et Axbpl (Figure IV .4-1/7). La
sur-expression de GLC7 induit la filamentation dans la souche Agpa? (Figure IV .4-1).
Finalement, la sur-expression de PPZI et SIT4 rétablit la différenciation filamenteuse dans les
souches Aphdl et Axbpl, la sur-expression de PPZI induit aussi la filamentation dans la
souche Aashl (Figures IV.4-2, 1IV4-3, 1V.4-4). Ainsi la stimulation de la croissance
filamenteuse dans les souches sur-exprimant ces phosphatases dépend des voies de régulation

normales de la différenciation filamenteuse dans une souche sauvage.

6 Recherche de suppresseurs multicopies du phénotype hyper-

filamenteux du mutant caki1-4

Nous avons cherché des geénes interagissant avec CAKI/CDC28 au cours de la
croissance filamenteuse en utilisant une banque génomique de sur-expression dans la souche
diploide Zcakl-4. En effet, la sur-expression des geénes activateurs de CAK/ augmenterait
I’activité kinase de Cdc28 et rétablirait une filamentation proche de la souche sauvage. Cette
approche nous a permis d’isoler des génes dont la sur-expression induit ou réprime I’hyper-
filamentation dans la souche cakl-4. Nous avons choisi les candidats induisant une plus forte
invasivité que la souche cakl-4 diploide. Ce crible nous a permis d’isoler les génes suivants
que nous n’avons pas €étudié par manque de temps : GALII, GSH2, SSPI et SPA2. Nous
avons aussi des geénes dont la sur-expression supprime le phénotype hyper-filamenteux de la
souche cakl-4, il s’agit du gene KNSI et d’un plasmide contenant un fragment génomique
contenant les genes SCO2 et MRFI’. Nous n’avons pas déterminé lequel de ces deux geénes

est responsable de la suppression.
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7 Discussion

Le groupe de Solomon a purifié les activités responsables de la déphosphorylation de
la thréonine 169 de Cdc28 a partir d’extraits bruts de S. cerevisiae. Leurs résultats sont en
accord avec nos résultats et montrent que P7C2 et PTC3 sont deux phosphatases de la
thréonine activatrice de Cdc28. Ils montrent aussi que la sur-expression de PTC2 et PTC3

dans un mutant thermosensible cakl-22 est 1étale a température permissive.

Le rétablissement de la croissance filamenteuse par la sur-expression de CDC14 dans
les souches Aste20, Atecl, Aras2, Agpa?2, Aashl, Aphdl et Axbpl suggere que la phosphatase
CDC14 régule la différenciation filamenteuse indépendamment de ces voies. Les voies
STE20, TECI, RAS2, GPA2, ASHI et PHDI semblent étre nécessaires a 1’induction de la
filamentation par les phosphatases PPH2I, PPH22, PPH3, PPZ2 PTC2,et PTC3. La voie
XBPI semble aussi étre nécessaire a la stimulation de la filamentation par les phosphatases
PPH21, PPH22, PPH3, PPZ2. La voie ASHI semble ne pas étre essentielle a I’induction de la
filamentation par PPZ1. Finalement, les voies XBPI et PHDI ne seraient pas impliquées dans
la transmission des signaux stimulateurs de la différenciation filamenteuse produits par les

phosphatases PPZ1 et SIT4.

La recherche de séquences similaires a la phosphatase humaine responsable de la
déphosphorylation de la thréonine activatrice de Cdk2, KAP, donne le score le plus ¢levé a la
protéine phosphatase Cdc14. Cdc14 et KAP présentent 30 % d’identité de séquence et 50 %
de similitude (Figure IV.5). L’ensemble des résultats génétiques et I’homologie de séquence
entre Cdcl4 et KAP suggérent que CDCI4 pourrait avoir une activité phosphatase de la
thréonine activatrice de Cdc28. Néanmoins, nous n’avons pas observé une interaction entre

Cdc28 et Cdc14 par le test double-hybride.

Des ¢études récentes ont confirmé le role essentiel du géne SPA2 dans la différenciation
filamentateuse (Mosch et Fink, 1997; Roemer et al., 1998; Sheu et al., 2000; Sheu et al.,
1998). La protéine Galll est un composant de I’holoenzyme ARN polymérase 11 (médiateur)
(Myers et Kornberg, 2000). C’est un régulateur transcriptionnel positif et négatif de nombreux
genes, entre autres ceux impliqués dans la conjugaison. Plusieurs éléments de la voie de

réponse aux phéromones régulent également la différenciation filamenteuse. Il est donc
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possible que le facteur GALII soit un régulateur de la croissance filamenteuse dans une

souche sauvage.

Cdcl4 DPPFMPFRDAGYSNADFEITIQDVVYGVWRAKEKGLIDLHSFNLESYEKYEHVEFGDEFNV
RKAP - MKPPSSIQTSEFDSSDEEPIEDEQTPIHISWLSLSRVNCSQFLG

Cdcl4 LTPDFIAFASPQEDHPKGYLATKSSHLNQPFKSVLNFFANNNVOLVVRLNSHLYNKKHFE
KAP LC----ALPGCKFKDVRRNVQKDTEELKSCGIQDIFVFCTRGELSKYRVPNLLD---LYQ

Cdcl4 DIGIQHLDLIFEDGTCPDLSIVKNFVGAAETIIKRGGKIAVHCKAGLGRTGCLIGAHLIY
KAP QOCGIITHHHPIADGGTPDIASCCEIMEELTTCLKNYRKTLIHCYGGLGRS-CLVAACLLL

Cdcl4 TYGFTAN--ECIGFLRFIRPGMVVGPQQHWLYLHONDFREWKYTTRISLKPSEAIGGLYP
KAP  YLSDTISPEQAIDSLRDLRGSGAIQTIKQYNYLHEFRDKLAAHLSSRDSQ-SRSVSR---
Figure IV.5 Alignement de séquences des phosphatases Cdc14 de S. cerevisiae et la

KAP humaine. En rouge les résidus identiques.

Le géne SSPI est impliqué dans le contrdle de la méiose et la formation des spores. Son
role potentiel dans la filamentation reste a confirmer. Le géne GSH2 code pour une
glutathione synthétase. Les enzymes de cette famille sont exprimées en réponse aux stress. La
carence en azote peut étre considérée comme un stress. Ceci suggere que les cellules
carencées en azote induisent des geénes de lutte contre les stress environnementaux. Nous
avons vu que XBPI est un autre exemple de geéne exprimé en réponse aux stress (Mai et
Breeden, 1997) et essentiel a la différenciation filamenteuse (Miled et al., 2001). Le role des
genes SCO2 ou MRF1’ reste a définir. Des études génétiques et biochimiques plus
approfondies seront nécessaires pour attribuer un role a chacun des génes suppresseurs isolés

dans cette étude.
8 Conclusion

Le crible génétique que nous avons utilisé a permis d’identifier deux phosphatases
responsable de la déphosphorylation de la thréonine 169 de Cdc28, PTC2 et PTC3. Nos
résultats montrent que la sur-expression des phophatases CDC14, GLC7, PPH21, PPH?22,
PPH3, PPZ1, PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4 stimule la croissance filamenteuse. L’action de ces
phosphatases dépend des voies de régulation normales de la différenciation filamenteuse dans

unesouchesauvage.

Nous avons également isolé les genes GALII, GSH2, SSP1, SPA2 et SCO2/MRFI’
comme inducteurs et suppresseurs du phénotype hyper-filamenteux de la souche cakl-4

respectivement.



9 Partie expérimentale

Souches et plasmides
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Souche ou plasmide de S. cerevisiae

Souche ou plasmide Génotype ou description Source
Souches de S. cerevisiae

CSY2000 MATa/a Z leu2::hisG/ leu2: :hisG ura3-52/ura3-52 Ce travail
GF3310 MATa/a Z trpl::hisG/ trpl . hisG ura3-52/ura3-52 Ce travail
Plasmide

pCS1 pRS426 CDC14 Ce travail
pCS2 pRS426 CMP2 Ce travail
pCS3 pRS426 CNAI Ce travail
pCS4 pRS426 GLC7 Ce travail
pCS5 pRS426 PPG1 Ce travail
pCS6 pRS426 PPH21 Ce travail
pCS7 pRS426 PPH2?2 Ce travail
pCS8 pRS426 PPH3 Ce travail
pCS9 pRS426 PPQI Ce travail
pCS10 pRS426 PPTI Ce travail
pCS11 pRS426 PPZ1 Ce travail
pCS12 pRS426 PPZ2 Ce travail
pCS13 pRS426 SIT4 Ce travail
pCS14 pRS426 YBRI25C Ce travail
pCS15 pRS426 YCRO79W Ce travail
pCS16 pRS426 YIL1I13W Ce travail
pCS17 pRS426 YNR022C Ce travail
pCS18 pRS426 YORO090C Ce travail
pCS19S pRS426 YVHI Ce travail
pCS20 pRS424 CDC14 Ce travail
pCS21 pRS424 PPH2] Ce travail
pCS22 pRS424 PPH2?2 Ce travail
pCS23 pRS424 PPH3 Ce travail
pCS24 pRS424 SIT4 Ce travail
pCS19 pLac195 CDC28-43244 Ce travail
pGFCross pRS315 CDC28-43244 Ce travail
pMC2 pGAL1 PTC2 C.Mann
pMC3 pGAL1 PTC3 C.Mann
pMCl1 pGAL1 PTCI C.Mann
pCS27 pB42AD CDC28 Ce travail
pCS29 pGilda CDC14 Ce travail
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Conclusion et Perspectives
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Nous avons utilisé un Chémostat pour montrer qu'en réponse a une carence en azote,
I'expression des cyclines CLBI et CLB?2 est réprimée par le facteur Xbpl. La diminution de la
quantit¢ de CLBI et CLB2 réduit l'activité¢ kinase des complexes Clb1/2-Cdc28, induisant
ainsi un retard en G2 et une élongation cellulaire caractéristiques de la différenciation
filamenteuse. Nous avons découvert que le facteur de transcription XBP1 est essentiel pour la
filamentation. Il est probable que Xbpl régule I’expression d’autres génes impliqués dans la
différenciation pseudohyphale. Le facteur Xbp1l est exprimé en réponse aux stress. Peut-on
considérer que la différenciation filamenteuse est une forme de réponse aux stress ? Nous
avons également isolé le géne GSH2 qui code pour une glutathione syntétase, exprimée aussi
en réponse aux stress. L’ensemble de nos résultats suggerent fortement que la différenciation

filamenteuse est régulée par des facteurs impliqués dans la réponse aux stress.

En carence en glucose, la croissance invasive est déclenchée 1'expression des cyclines
CLBI et CLB2 n’est pas modifiée cependant, la phosphorylation activatrice de Cdc28 est
réduite. La réduction de I’activité kinase associée a Cdc28 est nécessaire pour coordonner la
croissance cellulaire et le niveau de nutriment disponible dans 1’habitat des cellules. Nous
avons montré aussi que le niveau de Cakl est fortement réduit en phase stationnaire.
L’ensemble de nos résultats montrent que 1’activité kinase associée a Cdc28 joue un rdle clé
au cours des modifications du cycle cellulaire et de la morphologie cellulaire en réponse a des
changements environnementaux. La réduction du niveau de phosphorylation de Cdc28T169
en réponse a une carence en glucose est due soit & une inhibition de la CAK, soit & une
activation des phosphatases déphosphorylant la thréonine 169 de Cdc28. Nous avons isolé les
phosphatases responsables de la déphosphorylation de la thréonine activatrice de Cdc28, il
s’agit de PTC2 et PTC3. Lors de cette recherche nous avons montré aussi que les
phosphatases CDC14, GLC7, PPH21, PPH22, PPH3, PPZI, PPZ2, PTC2, PTC3 et SIT4
stimulent la croissance filamenteuse. Les voies de régulation de la différenciation

filamenteuse sur lesquelles ces phosphatases doivent agir restent a identifier.

Nous avons également isol¢ les génes GALII, GSH2, SSP1, SPA2 et SCO2/MRF1’
comme inducteurs et suppresseurs du phénotype hyper-filamenteux de la souche cakl-4

respectivement.

Nous avons trouvé que les mutations dans les génes PAFI, CTR9 et GPII sont co-
l1étales avec les mutations cakl-2 et cakl-4. Ainsi il existe des interactions génétiques entre

CAKI et les genes PAFI, CTR9 et GPIl. L’équipe de Morgan a montré que Cakl



167

phosphoryle Kin28 sur la thréonine 162 et suggere que Cakl pourrait réguler la transcription.
Néanmoins un mutant Kin28T162A n’a pas de phénotype apparent. Nos résultats suggerent
fortement que Cakl joue un role dans la régulation de la machinerie de la transcription. Des
expériences biochimiques sont en cours pour savoir si la protéine Cakl interagit
physiquement avec les facteurs Pafl, Ctr9 et Gpil. Il est donc possible que Cakl coordonne

I’avancement dans le cycle cellulaire et I’expression génique.

La régulation de la phosphorylation activatrice n’a jamais été décrite chez la levure. La
communauté scientifique considére que la phosphorylation activatrice des CDKs par Cak1 est
constitutive. Nous avons identifié¢ une nouvelle famille de protéines kinases responsables de la
phosphorylation activatrice des CDKs : la famille CAK/. Cette famille semble étre spécifique
aux champignons et ne présente pas d’homologue chez les eucaryotes supérieurs. La
température de 37°C est nécessaire pour induire la filamentation chez C. albicans. Les voies
de signalisation cellulaires activées par la température de 37°C sont inconnues. Nous avons
découvert que la température de 1’hote semble induire une forte réduction de la

phosphorylation activatrice de CaCdc28.

Finalement, nos résultats génétiques suggerent que la kinase JNK3 humaine pourrait
avoir une activité CAK chez la levure. En effet, la sur-expression de cette kinase supprime le
défaut de croissance du mutant cakl-4. Des efforts considérables de plusieurs laboratoires ont
¢té consacrés a la recherche de I’homologue humain de Cakl. Des études biochimiques et
génétiques sur des cellules de mammiféres sont indispensables pour attribuer une activité

CAK a la kinase JNK3.
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