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Les phosphoinositides (PIs) sont connus pour awoirble régulateur important dans la
physiologie de la cellule. Leur téte polaire cangt® d'un cycle inositol peut étre phosphorylé de
facon réversible et permet de générer sept esmlzed du phosphatidylinositol (Ptdins) aux
phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (PtdIns&F;). Grace aux interactions induites par cette
partie hydrophile, les PIs membranaires jouentdl@ fondamental dans le contrble de l'interface
membrane - cytosol et par conséquent dans |'éablisnt du signal intracellulaire. Vers la fin des
années 70, le phosphatidylinositol 4,5 bisphospltdins(4,5)F) a fait I'objet de nombreuses
études. Notamment en 1984, Berridge et al. démuntigue la stimulation par des facteurs de
croissance sur des fibroblastes murmasise une baisse significative du Ptdins(4,8)® a son
clivage par I'enzyme phospholipase C (PLC) (Berid}986, 1987; Berridge et al., 1984). Cette
derniere réaction engendre la production de deworsls messagers centrades voies de
signalisations cellulaires a savoir : le compodaélde inositol 1,4,5-triphosphate @Pconduisant a
la libération d’ions calcium (G4 & partir des compartimentatracytoplasmiques tels que le
réticulum endoplasmique (RE), ainsi que le composgnbranaire diacylglycerol (DAG) qui pourra
activer en retour des protéines kinases C (PKQ@estactivateurs des petites protéines GTPases,
Ras (RasGRP). L'ensemble de ces deux évenementisitadbaoine réponse intracellulaire rapide et

intense, associée a une entrée massive d'idcis&aacellulaires.

Ainsi les produits de clivage du Ptdins(4,56%Bnt les composants de deux voies de signalisations
majeures des cellules eucaryotes. Le Ptdins(4,98t alors a la base de I'un des paradigmes
emblématique de la biologie cellulaire. Ce fut leemiéere observation, certes indirecte, d'un
phosphoinositide en tant que second messager.rétesnment, la découverte des PtdIns3P et
PtdIns(3,4,5)P produits de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)h{iwian et al., 1988) a
caractérisé plus en avant 'importance autrefogspmée de la famille des phosphoinositides, étant
notamment une voie majeure étudiée de nos joucarrerogenése (Vivanco and Sawyers, 2002).
'y a seulement une dizaine d'années, fut carsééun nouveau phosphoinositide, le
phosphatidylinositol 5-phosphate (Ptdins5P) (Raetedd., 1997b), ce dernier a fait I'objet d'étude
de ma these. Deux études successives identifiengzyime bactérienne 4-phosphatase IpgD de
Shigella flexnericomme la premiére enzyme capable de génére exetusivt du PtdIns5P a partir
du Ptdins(4,5)P(Niebuhr et al., 2002; Pendaries et al., 2006).2803, le domaine PHD de la
protéine ING2 (PHD : plant homeo domain) est idéntcomme le premier ligand du
PtdIins5P(Gozani et al., 2003). Ces outils ont étisés pour que 'augmentation intracellulaire de
Ptdins5P dans les cellules épithéliales, favorsgHosphorylation d’AKT, une protéine Ser/Thr
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kinase PI3K-dépendante (Pendaries et al., 200@)e Gerniere observation suggéere largement pour
la premiere fois une importance de ce Ptdins5Raendque véritable second messager des voies de
signalisation dans les cellules eucaryotes (Corenak, 2007).

Notre laboratoire étudie depuis de nombreusesesnieé voies de signalisation induites lors
de l'activation lymphocytaire T et notamment leggnaux intracellulaires PI3K-dépendants (Fos et
al., 2008; Pages et al., 1994; Yang et al., 200Iétude des signaux de transduction passe
évidemment par I'analyse des molécules permettaptdpagation de ces signaux, en I'occurrence
des protéines contenant une activité catalytiquesenwant d’adaptateurs entre deux molécules.
Parmi ces molécules adaptatrices, le laboratoitenaillé sur les molécules de la famille Dok
(Downstream of Kinase) lors de l'activation lympltaire T (Favre et al., 2003; Gerard et al.,
2004).

Ainsi le but de ma thése a été dans un premiepsediaffiner I'étude des protéines
adaptatrices Dok-1 et Dok-2 durant l'activation pmocytaire T. Plus précisément, nous nous
sommes focalisés sur le role de leur domaine pleck®omology (PH) dans leur fonction
inhibitrice durant l'activation lymphocytaire T. Deaniéere intéressante, nous avons pu caractériser
le Ptdins5P comme un ligand potentiel des domalidsde Dok-1 et Dok-2 engendrant leur
phosphorylation et donc leur activation. Des dosatpePtdIns5P effectués apres une stimulation du
récepteur des cellules T (TCR) nous ont permis s€oker une augmentation de PtdIns5P suite a
cette activation cellulaire. Ces données permeitagbenvisager un rdle en tant que second
messager du PtdIns5P dans les voies de signatidgigphocytaire T.

Dans un second temps, nous nous sommes intérass#finir les caractéristiques
d'interactions des domaines PH des autres memiege$a damille Dok exprimés dans les
lymphocytes T, Dok-4 et Dok-5. De maniére intérasanous avons pu identifier le domaine PH
de Dok-5 comme un interacteur sélectif du PtdIng&d?.la suite, nous avons décidé de caractériser
plus précisément I'impact du PtdIns5P sur les vdesignalisation du lymphocyte T en utilisant
IpgD comme un outil pour augmenter les taux inttatz@res de Ptdins5P, ainsi que le domaine PH
de Dok-5 comme sequestrateur de PtdIns5P. Cetle étus a permis de mettre en évidence deux
nouveaux « effecteurs » du Ptdins5P dans le lyeyieoT a savoir les Src kinases et comme
observé dans les cellules épithéliales, nous ayensdentifier AKT phosphorylé suite a une
augmentation de PtdIins5P. Ces données montrenteq&dIins5P est un second messager dans
I'encodage du signal induit par le récepteur aijane (TCR) du lymphocyte T. Ces travaux
confirment que ce lipide peut réguler cette voiesigmalisation PI3K/AKT qui peut étre dérégulée
lors de processus de cancérogenese. L'étude digllosFP mérite une attention toute particuliere
dans le domaine de la signalisation dans les eslluimorales.
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Partie I
Activation lymphocytaire T
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L’analyse de la modulation de la communicationaoéllulaire au sein des lymphocytes T
représente un modele extrémement sensible pouwervdmpact des événements de signalisation
sur les fonctions cellulaires. Le développemensuevie et la mort des lymphocytes T, ainsi que la
différenciation en cellules effectrices ou mémoiegs réponse a des antigénes, sont toujours le
résultat d’une seélection d’événements controlégalement par le récepteur a I'antigene (TCR)
suite a la reconnaissance des complexes CMH/peptaledle central de cette interaction TCR-
CMH/peptide reflete I'objectif fondamental du syse& immunitaire adaptatif a sélectionner le
répertoire TCR le plus large possible, assuransiailes réponses spécifiques a pratiguement
n'importe quel antigéne et permettant I'éliminatoania neutralisation des cellules T auto-réactives
Les capacités modulables de reconnaissance des efCRonction de leur affinité pour les
complexes CMH/peptide et de leur concentrationeméinent en grande partie les fonctions
lymphocytaires T. Cette situation, inhabituelle zhkes récepteurs biologiques, permet un
ajustement précis des signaux intracellulairesitadhar cette reconnaissance et au final d’orienter
des choix cellulaires fondamentaux comme la surldedifférenciation cellulaire ou la mort

cellulaire.

Le TCR appartient a la famille des immuno-récemeuchaines multiples qui comprend également
le récepteur des lymphocytes B (BCR) et les récepteour le fragment Fc des immunoglobulines
(FcR) (Call and Wucherpfennig, 2007). Tous cesptsgs partagent la propriété d’étre constitués
de plusieurs chaines transmembranaires dotéesndéoins de reconnaissance des ligands et de
signalisation spatialement dissociées. Cette fanul récepteurs est également caractérisée par
'absence d’activité enzymatique intrinseque etalpar I'existence d’activités protéine tyrosine
kinases associées (PTKs) appartenant aux famitlesS$k, Tec et Csk (Call and Wucherpfennig,
2007). Une fois activées, ces PTKs ont la capaditgitier un ensemble de programmes

fonctionnels propres aux lymphocytes T.

Divers mécanismes vont réguler positivement ou tidgraent cette activation cellulaire induite par
le TCR, un déséquilibre de ces modules de régulgteut affecter l'efficacité de la réponse
immunitaire ou induire des phénomenes d’auto-imméuiisoodnow, 2007).

Cette initiation du signal intracellulaire est iftdpar un regroupement membranaire (clustering) des
molécules de TCR qui s’accompagne d’'un réarrangeasactéristique en surface de la cellule T
pour former une structure circulaire concentriquenaveau de la zone de contact entre la cellule T

et APC appelée synapse immunologique (SI)(Fig.1).
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Fig 1. Représentation de 1a synapseimmmunologique.

Suite a la reconnaissance du peptide antigénique (présenté par la CPA) par les molécules de TCR,
va §’en suivre un remaniement important an nivean du cytosquelette de 1a cellule T aboutissant i 1a
formation dc la synapsc immunitaire. Les moléeules de TCR s’accumulent (clustering) au niveau
d’une zone centrale appelée cluster supramoléculaire central d’activation (¢SMAC). Ce clustering
du TCR engendre le recrutement de molécules essentielles de signalisation telles que LCK, ZAP-70
et LAT Une zone périphérique comrespond a 1’assemblage de molécules associés a ’adhérence telles
que les intégrines, LFA-1 ou les protéines intraccllulaircs, taline formant unc zonc circulairc
concentrique entourant le ¢cSMAC, appelée cluster supramoléculaire périphérique d’activation
(PSMAC), qui aura pour but essentiel de stabiliser ’interaction entre 1a cellule T et 1a CPA.

Daniel D. Billadean, Jeffrey C. Nolz and Timothy S. Gomez
{Maturc Revicws Immmunology , 2007)

Le clustering du TCR a été tout d’abord décrit camme redistribution globale du TCR au site de
contact cellule T-APC (Kupfer et al., 1987). Cetielmssement de TCR suite au premier contact
avec I’APC ne va pas seulement coincider aveclaripation du cytosquelette (Geiger et al., 1982;
Ryser et al., 1982), mais aussi avec une segrégspiatiale et un regroupement d’autres récepteurs
et de protéines intracellulaires, en domainesrditti au niveau de cette jonction cellule T-APC
(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998). La $8®@® immunologique fut ainsi caractérisée avec
un domaine central enrichi en complexe TCR-pMHGex molécules de signalisation telles que

PKC et Lck, qui sont entourés par un anneau de cul@dé associées a I'adhérence incluant
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notamment LFA-1 et Talin, ce dernier anneau stnili la synapse immunologique. Ces deux
zones concentrigues de la synapse furent baptiséserc d’activation supramoléculaire central
(riche en TCR) ou périphérique (riche en intégrinesspectivement cSMAC et pSMAC (Monks et
al., 1998)(Fig.1).

Suite a de nombreuses études biochimiques, il @t connu que la liaison du TCR pendant la
formation de la Sl engendrait I'activation rapide BTKs, mais aussi I'assemblage de complexes
protéiques de signalisation (Mempel et al., 20@4¢st sur cette deuxieme phase de signalisation
gue nous nous sommes plus précisément intéregséselonon travail de thése. Il est reconnu que
des mécanismes d’amplification du signal activatewuit par le TCR sont représentés par
'engagement des molécules de co-stimulation ericpéer la molécule d’adhérence CD28.
D’autres récepteurs de la famille CD28, CTLA4 (¢gtac T-lymphocyte antigen 4) ou PD-1
(Programmed Death 1) sont quant a eux impliqgués dansignal de répression (Riley and June,
2005). Dans la suite de cette introduction surtiNation lymphocytaire T, je focaliserai
volontairement mon attention sur la signalisatiotuite par le TCR, que j'ai tout particulierement

utilisée lors de mon travail expérimental.

La signalisation du TCR

L’engagement du TCR avec le complexe pMHC va étferiine de linitiation de l'activation
lymphocytaire T. La partie du TCR qui reconnait Uagye variété d’antigene est formé d’'un
hétérodimere hautement polymorphique de chainetfd. Certaines sous- populations de cellules T
expriment a leur surface un TCR constitué d’'un denéomposé de chaingset 8. Ce dimere
polymorphique est étroitement associé a un clusembranaire de protéines de transduction du
signal, non polymorphique appelé le complexe CDav{p et al., 1998). Le complexe CD3 est
composé de polypeptidgd,e et. Toutes ces chaines CD3 contiennent un motif atesttuction

du signal appelé ITAM (immunoreceptor tyrosine-loaaetivation motif) (Irving et al., 1993; Reth,
1989). Les chaineg,d, ete contiennent un seul ITAM, tandis que la chaihen contient trois.
Ainsi, un seul TCR est « équipé » de 10 motifs ITAMg.2). Ce large nombre de motifs est
essentiel pour finement réguler la force du siggeiéré par le récepteur méme dans le cas ou
seulement un petit nombre d’antigénes sont préseratéles CMH de I'APC (Lanzavecchia et al.,
1999).
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Fig2_ Structure du TCR. Le TCR est un hétérodimére constitué de deux chaines polypeptidiques
appartenant a la superfamille des immunoglobulines.

La reconnaissance d'un complexe CMH/peptide particulier requiert 1a contribution des chaines a et
p. La région cytoplasmique du TCR étant trop courte pour permetire la transduction de signaux
intrinséques, d'autres molécules s'associent physiquement au TCR et sont requises pour assurer les
fonctions de transduction de signaux. Le complexe CD3 est composé de polypeptides gd.e et z
Toutes ces chaines CD3 contiecnnent un motif de transduction du signal appelé TTAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Les chaines 7,5, et € contiennent un seul ITAM,
tandis que la chaine { en contient trois. La reconnaissance du peptide antigénique, va provoquer la
phosphorylation des motifs ITAM par les protéines Src kinases, penmettant 1’initiation de
I’activation du lymphocyte T.

Viclav horejsi, Weigno Zhang and Burkhart Schraven
(Nature Reviews Imnmmology , 2004)
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Signaux activateurs
Initiation de la réponse T : la phosphorylation degnotifs ITAM

La transduction du signal par le TCR est initiéelpghosphorylation des résidus tyrosines
(Y) présent dans les motifs ITAM, phosphorylati@sarée dans un premier temps par la protéine
tyrosine kinase (PTK) Lck appartenant a la famdks Src-kinases. Cette phosphorylation des
motifs ITAM va ainsi générer différents sites daidon pour des protéines contenant des domaines
SH2, comme la PTK ZAP-70 qui se lie au CD®ustin and Chan, 2000; Germain, 2001). Le
recrutement des Zap-70 par les phospho-Y ITAM vaneéire sa phosphorylation par Lck et donc
son activation (Fig.2)(Chan et al., 1992). Les roolés ZAP-70 ainsi actives vont propager la
transmission du signal en phosphorylant la protéid@ptatrice LAT (Linker for activation of T-
Cell) (Zhang et al., 1998). LAT est phosphoryléed multiples résidus tyrosine (Tyr ou Y), qui a
son tour pourra accueillir de nouvelles protéindapsatrices a domaine SH2 telles que SLP-76,
Grb2 et Gads, mais aussi permettrait le recruterdérizymes tels que la PI3K et la PLC
(Fig.3)(Zhang et al., 1999).

L'importance des Src-kinases dans l'activation du TR

Structure de la famille des Src-kinases

Il existe deux types de Src-kinases prédominantesveeau des lymphocytes T, Lck et Fyn,
qui ont respectivement des tailles de 56kDa et B9KElles sont constitutivement localisées au
niveau de la membrane di au fait de la présengaie amino -terminale de la molécule de sites
de myristoylation/palmitoylation(Kabouridis et al., 1997). Il existe également emtip amino-
terminale, un domaine « unique » particulier acana des protéines Src kinases, Lck contient un
motif di-cystéine qui est requis pour son asscmmativec les corécepteurs du TCR, les molécules
CD4 et CDEKim et al., 2003a; Turner et al., 1990). Le réledbmaine unique de Fyn n’a quant a
lui pas encore était €lucidé, mais il serait égalemequis pour la localisation subcellulaire de la
molécule(zur Hausen et al., 1997). Ces PTKs possédent oraide SH3 (Src Homology 3) et un
domaine SH2 qui vont permettent d’induire des BdBons protéines-protéines intra et

intermoléculaires, via la reconnaissance des mptifgproline (SH3) ou phosphotyrosine (SH2).
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Fig 3_ Signalisation sousle TCR activé.

Suite a ’engagement du TCR, les protéines tyrosines kinases (PTK) de la famille Src (ILck et Fyn)
sonl aclivées. Les chaines CD3 £ sonl phusphorylées et les PTKs de la famille SYK (ZAP-70) sont
recritées puis activées. L’activation de ZAP-70 entraine la phosphorylation de LAl qui recritera par
la snite de nombreuses protéines 4 domaines SII2 (Gb2, GADS, PLC-y). L’association entre LAT et
GADS va permettre le recrutement de SLP-76. L’activation de la PLC-y entraine 1’hydrolyse du
PtdIns(4,5)P, en inositol tri-phosphate (IP,) et diacylglycérol (DAG), ceux-ci vont permetire
respectivement le relargage intracellulaire de Ca®* el I'activation en cascade des PKC ainsi gue des
protéines RasGRP. Le recrutement de Grb2 par LAl va pemetire le recrutement de Sos (GEF),
constitnant un possible mécanisme pour I’activation de Ras. Le complexe LAT-GADS-SLP-76 va
s’associer avec les protéines Vavl et Nck, qui pourra s”associer a son tour avec PAK1 et dgalement
engendrer 1’activation des protéines GTPases de la famille Rho, 1’ensemble de ce complexe
aboutissanl au réamangement du cylosquelette d’actine suile a la stimulation du TCRL

Oreste Acuto, Vincenzo Di Bartolo & Frédénique Michel
(Nature Reviews Immunology , 2008)

La présence de ces domaines d’interactions suggeréle de protéines adaptatrices pour Lck et
Fyn, en plus de leur activité tyrosine kinase,ecetrniére résultant de la présence d'un domaine
kinase ou domaine SH1 en position carboxy-terraifl@aenny et al., 1999; Holdorf et al., 1999;
Rudd et al., 2006; Straus et al., 1996; Xu andnati, 1993).

Enfin, ces PTKs contiennent a leur extrémité cayba@rminale un résidu tyrosine critique ayant

un réle dans la régulation de leur activité (Y p@r Lck et Y 528 pour Fyn). Il existe également
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un autre résidu tyrosine critigue dans le domaimade de Lck et Fyn, qui aura pour réle de
faciliter I'activité enzymatique (Y 394 pour Lckt Y 417 pour Fyn) (Sicheri and Kuriyan, 1997,
Xu and Littman, 1995).

Régulation des Src kinases

Il est largement établi que la conformation strealeldes Src kinases est essentielle a leur activit
En effet, lorsquées cristaux des structures inactives de Hck eta8rsi que de la structure active
de Lck furent obtenus, un mécanisme commun d'ddbivaa toutes les Src kinases fut proposé
(Sicheri and Kuriyan, 1997; Xu and Littman, 1995gs structures indiquent que lorsque la tyrosine
C-terminale (Y505 pour Lck ou Y 528 pour Fyn) ekbgphorylée, Lck adopte une conformation
« fermée » ou le résidu Y505 phosphorylé crée tmisiramoléculaire d’accrochage pour le motif
SH2, la Src kinase ainsi refermée inactive totalgrfiactivité du domaine kinase (Fig.4).

Inactive LCK Primed LCK Active LCK

Fig 4. Modéle de régulation des Src kinases.

Lck est membranaire via son site de mirystoylation. Une partie de Lck se retrouve associé an
corécepteur CD4 ou CD8. Son activité va étre dépendante de la phosphorylation de deux tyrosines,
en position 505 et 394 (ou 416 pour Fyn). Au repos, Lck se retrouve en conformation fermée
« inactive » le résidu Y505 en partie Carboxy-terminale est phosphorylé et va permettre une fixation
intramoléculaire avec le domaine SH2. La phosphorylation de cette tyrosine est notamment assurée
par la kinase Csk, qui est recruté via son domaine SH2 par la protéine transmembranaire PAG
constitutivement phosphorylée au repos. 1’engagement du TCR aboutit vraisemblablement a la
déphosphorylation de PAG ce qui provoquerait le décrochage de Csk. L’activation de Lck est initiée
par la déphosphorylation du résidu C-ter Y505 par la protéine tyrosine phosphatase CD45. Cetie
déphosphorylation permet une ouverture de la kinase Lck, qui va étre capable de se
transphosphoryler sur le résidu maintenant accessible Y394 et aboutir a une action optimale de Lck.

Oreste Acuto, Vincenzo Di Bartolo & Frédérique Michel
(Nature Reviews Immunology , 2008)
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Il est a préciser que dans cette conformation feadloe SH3 va également former des interactions
intramoléculaires avec le domaine se trouvant eletrdomaine SH2 et SH1 ou encore appelé
« linker », cette interaction stabilisant plus éonent encore cette conformation fermée (Sicheri and
Kuriyan, 1997; Xu and Littman, 1995).

Au contraire, la phosphorylation du résidu tyrosiiuiedomaine kinase (Y 394 pour Lck etY 417
pour Fyn) sera le témoin de I'activation de la gmo¢. En effet, la déphosphorylation du résidu
tyrosine carboxy-terminal et la perte des intemagiintramoléculaires des domaines SH2 et SH3
permet I'ouverture de la molécule dans une conftionalite « active ». le domaine kinase est n’est
ainsi « plus masqué », la tyrosine de ce site s accessible pour étre phosphorylée et va
permettre une activation optimale de la molécule.

Ainsi, on peut schématiquement distinguer deuxdyge conformations la conformation inactive
ou « fermée » dont la phosphorylation de la tymgaterminale est le témoin, mais également une
conformation active ou « ouverte » dont la phosglhtion de la tyrosine du domaine kinase est le
témoin. En conséquence, I'état de phosphorylatien’'uhe ou l'autre de ces tyrosines va étre
déterminant pour la régulation spécifique deskB8rases (Fig.4).

Roéle des Src kinases dans l'activation lymphocytagr T

La phosphorylation Src-dépendante des motifs ITAMésents sur les chaines CD3 va
initier la signalisation via le TCR. Les PTKs, Lek Fyn doivent étre recrutées au niveau des
récepteurs stimulés, mais aussi activées. Lck m$thée au niveau de structures membranaires
particuliéres, les GEMglycolipid enriched membrane microdomains) ou raddgpidiques ce qui
permet sa régulatiofiHarder and Engelhardt, 2004).

L’interaction de Lck avec les corécepteurs memhragadCD4 et CD8 est essentielle (Turner et al.,

1990). En effet, le TCR va « scanner » les peptahdgéniques chargés sur molécules de MHC a
la surface des APCs. Les molécules CD4 ou CD8 gmleaeconnaissance du peptide vont pouvoir
se lier a la partie non-variable des molécules B#Ccela va permettre d’'une part de stabiliser la

liaison TCR / CMH-peptide, mais permet d’autre padet concentrer Lck au niveau des motifs

ITAM des chaines CD3 du complexe TCR. Il semblesaie niveau que les molécules Lck trans-
phosphorylent leur boucle d’activation (Y394) pettaet leur activation.

Le recrutement de Fyn au niveau du TCR stimuléieresjet a controverse, en effet, Fyn ne

disposant pas dans son domaine unique du motifysiéime nécessaire a l'accrochage aux
corécepteurs CD4 et CD8, méme s'il a été suggéungurotéine adaptatrice Unc 119 pouvait

relier Fyn et Lck au récepteur CD4 (Gorska et2004). Il semblerait également que Lck soit bien
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plus actif que Fyn, en effet la fusion des domaiNe®&rminal SH2 et SH3 de Lck au domaine
kinase de Fyn, ne pouvait pas totalement compédadsence du domaine kinase de Lck, ceci dans
le contexte du développement thymocytaire (Linl.e2800).

L’ensemble de ces observations attestant pourleregsentiel voire incontournable des Src
kinases dans l'initiation de la réponse du TCRvactDe plus diverses observations font état d’'un
plus fort impact de la molécule Lck versus Fyn.i@st en accord avec le résultat du phénotype des
souris invalidées pour les génes Lck ou Fyn (Moéihal., 1992; Stein et al., 1992). Ainsi Lck sera
a l'origine de la phosphorylation des motifs ITANYi permettra le recrutement de la PTK ZAP-70
via ses domaines SH2 et son activation via sa pwoglation Lck dépendante. Par la suite comme
indiqué plus haut, ZAP-70 va phosphoryler la mdecadaptatrice transmembranaire LAT et
permettre le recrutement de I'adaptateur cytoselidalLP-76 (SH2 domain containing leukocyte
protein of 76kDa).

Le signalosome LAT-SLP-76, complexe adaptateur dérditiation du signal TCR

SLP-76 est une protéine adaptatrice qui se lie & L& I'intervention de la protéine Gads
(Grb2-related adapter protein 2 ou GRAP2) (Korgtek al., 2006).Il s’avere que ces deux
protéines adaptatrices, LAT et SLP-76 ont un ré&genr dans le développement et I'activation des
lymphocytes T, en effet la thymogenése est totatérmwquée chez des souris agéniques fatur
ou slp-76 (Clements et al., 1998; Zhang et al., 198)P-76, en complexe avec LAT, est ensuite
phosphorylée par ZAP-70, et le complexe LAT-SLPagé comme une plateforme de recrutement
pour d’autres protéines effectrices du signal. Ld@s recrutements les plus importants est celui de
la phospholipase @t (PLCyl), qui interagit directement avec LAT et SLP-76.RIaCyl transmet
le signal du TCR en hydrolysant les PtdIins(4,®® DAG, un lipide associé a la membrane, et en
InsP; un second messager soluble. Les insBnt a l'origine de l'augmentation de calcium
intracellulaire (Lewis, 2001), tandis que RAG pourra recruter nombre de protéines au niveau d
la membrane plasmique, telles que la PK(Rhee and Bae, 1990es deux voies de signalisation
aboutissent a l'activation de différents facteuestdnscription : NB, NF-AT et AP-lvia en
partie par I'activation de Ser/Thr kinases tellas tgs Jun kinases (JNK) (Dreikhausen et al., 2003;
Su et al.,, 1994; Werlen et al., 1998). Le DAG pégalement recruter RasGRP (RAS guanyl
nucleotide-releasing protein), qui est une GEF (e nucleotide exchange factor). RasGRP
active la petite protéine G Ras, un activateur iafude la voie des MAPK (mitogen activated
protein kinase) ERK-1/2, cette voie de signalisatieprésente un axe majeur de signalisation décrit

chez de nombreux organismes (Fig.3).
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Ras peut également étre activé par le facteur diggh SOS (Son of sevenless), qui est
recruté au niveau de LAT par l'intermédiaire de &rbe complexe Grb2/SOS permet I'activation
de la molécule Ras, Grb2 permettant la localisatiorcomplexe a la membrane, et Sos, facteur
d’échange GDP-GTP, favorisant la forme active de, RRas-GTP (Chardin et al., 1993). Ras
permet le recrutement et ainsi I'induction des pihasylations séquentielles des MAPKs (de Vries-
Smits et al., 1992), aboutissant a I'activationAdRe1 dans les lymphocytes T (Faris et al., 1996; Li
et al., 1999). Néanmoins, ce complexe n'est pafssanf a lui seul pour expliquer I'activation des
MAPKSs, puisque le recrutement de Grb2/SOS et cdtila PLGL par LAT sont tous deux
nécessaires pour induire une activation de ERKA®2ng et al., 2000)(Fig.3).

SLP-76 phosphorylée se lie également directemdat RTK, Itk (Interleukin-2-inducible T-cell
kinase) appartenant a la famille des Tec kinasesnBme que Zap-70 et Lck, Itk a un rble essentiel
dans la phosphorylation et I'activation de la RILCDe plus, SLP-76 recrute le facteur d’échange
Vav qui activera en retour les petites protéineRd& et Cdc42. La protéine adaptatrice Nck est
également recrutée dans ce complexe ainsi que ARAResion and efranulation-promoting
adaptor _potein). Ce dernier complexe permettant la réoggimn du cytosquelette lors d’'une

activation lymphocytaire T, en activant notammeAKRBubeck Wardenburg et al., 1998).

Le complexe LAT-SLP-76 est un signalosome hautersenpératif (Koretzky et al., 2006). En
effet, plusieurs de ses constituants interagissast divers partenaires et la perte d’'une seutede
protéines modifie la signalisation des autres éfies. Ce comportement coopératif est
probablement important pour la coordination et reatément efficace des différentes voies de

signalisation sous le TCR (Fig.3).

PI3K, un acteur méconnu de la signalisation du TCR

La voie PI3K lors de I'activation du TCR

Les PI3K forment une vaste famille d’enzymes phosglant des phospholipides
membranaires, les phosphoinositides (PI), sur &tipa 3 du groupement inositol(Vanhaesebroeck
et al., 2005). Elles sont réparties en trois ckgsajeures sur la base de leur structure et de la
spécificité de leurs substrats, et sont généralesmistituées d’'une sous-unité catalytique et d'une
sous-unité régulatrice. Les PI3K impliquées daastik/ation lymphocytaire sont les PI3K de classe
I. Elles utilisent comme substrats le Pdtins4P ¢phatidylinositol 4-phosphate), le Ptdins(4, 5)P
ou le PtdIins5P et sont subdivisées en deux sowsgsa A, principalement activées en aval de
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récepteurs couplés a des tyrosines kinases teleguécepteurs B et T a I'antigéne, les récepteurs
aux cytokines et certaines molécules de costinuriati, activées en aval de récepteurs couplés
aux protéines G hétérotrimériques (RCPG) tels gaegdcepteurs aux chimiokines (Koyasu, 2003).
Les PI3K de classe Isont des enzymes hétérodimériques constituéeg dous-unité régulatrice
(p8%n, la plus abondante, et ses deux variants d’émspad. et p5@, p8F ou p5%) et d'une
sous-unité catalytique (pldGessentiellement leucocytaire, p&lOu pll@, ubiquitaires). Elles
sont activées grace au recrutement des domainesd8H& sous-unité régulatrice sur des motifs
consensus YXxXM phosphorylés lors de I'engagemant décepteur couplé a des tyrosines kinases.
La sous-unité pll10, ainsi adressée a la membratalyse la synthese de Ptdins(3A# de
Ptdins(3,4,5)B, deux 3’-phosphoinositides (3'-Pl) quasiment iedéibles dans la membrane
plasmique a I'état basal et qui recrutent séleniet des protéines a domaine PH (Pleckstrin
Homology).

La PI3K de classexlest recrutée au niveau de la signalisation du p&Run mécanisme qui porte
encore a controverg®eane and Fruman, 2004; Koyasu, 2003; Okkenhaaly, &@007; Okkenhaug
and Vanhaesebroeck, 2003). Son activation estlalial rapidement détectable suite & une
activation T. Une apparition de PtdIns(3,4,2)5t également détectable suite a la stimulation du
TCR (Ward et al., 1992). De plus, les sous-uniéggilatrices p8& sont recrutées des la formation
de la Sl lors de la présentation antigénique (Qlosét al., 2002; Harriague and Bismuth, 2002).
Ceci suggere que l'association entre le complexsigigalisation sous le TCR et la PI3K semble
étroitement liée au statut actif initial des PTKas le TCR(Costello et al., 2002; Fabre et al.,
2005; Harriague and Bismuth, 2002; Huppa et aD32&ane et al., 2004).

Au niveau de la synapse immunologique, il y a dedroverses au sujet de quelle isoforme va étre
responsable de la production de Ptdins(3,4,5)e étude a comparé des cellules T p218*
(kinase dead) et des cellules T pfL0Ces cellules exprimaient de plus une protéinfisien GFP
associée au domaine PH d’AKT (liant le Ptdins(3/)5 il a été observé un réle prédominant de la
pll® comparée a la pl¥0dans le contact cellule T primaire-APC (Garconakt 2008). Le
traitement de cellules T WT avec un inhibiteur siade la p110 réduit également le taux de
Ptdins(3,4,5)Pa un niveau basal dans un contexte de stimulg@oriantigene. Cependant, il est
largement suggéré que la p¥1€st activée sous le TCR de cellules T primaires.elet, des
cellules T primaires p13dprésentent une réduction de I'activation de Rategpolymérisation de
I'actine, mais également une diminution de la farorade conjugués cellule T-APC chargées avec
un peptide spécifique du TCR (Alcazar et al.,, 20Q¥) autre groupe a également rapporté une

prolifération réduite de lymphocyte T stimulés farr TCR dans des cellules déficientes en pl110
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(Sasaki et al., 2000), pourtant une autre étuddraiavé aucun effet de I'inhibiteur sélectif p310
(Ji et al., 2007). En résumé, un rdle de la glidpeut pas étre exclu au niveau de la générdtion
Ptdins(3,4,5)Pdans le lymphocyte T, méme s'’il est communémentisdjue ce role revient a la
pll®. Il serait ainsi important de continuer de compaeerdle de ces deux isoformes dans le
lymphocyte T, par exemple dans le contexte dimtéva avec des APCs et dans diverses

conditions expérimentales.

Hypothéses sur le recrutement de la PI3K au niveadu TCR

Diverses protéines a proximité immédiate de la aigation du TCR ont été proposées
comme impliquées dans le recrutement de la PI3Kix&eincluent les composants du récepteur
lui-méme, tel que le CD3 (Exley et al., 1994) et les chaines CPp&¢ (de Aos et al., 1997; Osman
et al., 1996), la protéine adaptatrice L&ukazawa et al., 1995), la petite protéine G Raen(t et
al., 2000) et des molécules interagissant avecdR Wirectement comme TRIM (Bruyns et al.,
1998) et SHQGu et al., 2000). Il a été également montré qukinase Lck pouvait recruter la
PI3K au niveau du corécepteur du TCR CD4, cecil’paermédiaire du domaine SH3 de Lck se

liant aux motifs proline riches de la sous-unité pi@& la PI3K(Prasad et al., 1993b) (Fig.5) .

N\ o
' X\
| PMHC |
CD4 or /
cD8 / \'\ /‘\ —7/— Peptide Ag

Fig. 5. Hypothéses de recrutement de la PI3K suite a I’engagement du TCR.
Les fléches pleines représentent les interactions avérées. Tandis que les fléches en pointillées font
é&tat de la plupart des recrutement sugpérés.

Okkenhang K, Ali K, Vanhaesebroeck B.
(Trends Immumnol. , 2007)
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La chaine( du CD3 ne semble cependant pas un des sites idiggeur le recrutement
direct de p85 ne possédant pas les motifs YxxMssees. L'adaptateur transmembranaire LAT a
également été suggéré pour le recrutement de K, Bign qu’ici aussi il semble que ce soit de
maniére indirecte, car LAT ne contient pas de motifxM. Il a été suggeéré un recrutement indirect
par la liaison a SHC et Grb2 au niveau du TCR (Gal.e 2000), controversé par d’autres travaux
(Osman et al., 1995). La relevance de l'activatitenla PI3K par Rac reste également sujet a
controverse, car I'expression ectopique de Rawécte reproduit pas les effets de la PI3K activée
dans les cellules TReif et al., 1997). TRIM (TCR-interacting moleculest une protéine
transmembranaire, qui a une partie extracellukage courte comme LAT, et qui semble donc ne
pouvoir accueillir aucun ligand. Cependant, TRIMnitent dans sa partie cytoplasmique un
domaine YxxM qui pourrait étre phosphorylé suiten& stimulation du TCKRBruyns et al., 1998).
De plus, l'activité de la kinase Lck semble étrgoartante pour I'activation de la PI3K en aval du
TCR, probablement car cette activité est esseatmur une majorité d’évenements induits apres

engagement du TCR, Lck se trouvant en amont de caticade d’activatiqi€Carrera et al., 1994).

Mais aussi, on ne peut exclure la possibilité dfaorutement de la PI3K via les motifs poly-
prolines présents sur p85 par des protéines a des&@H3, comme cela a été suggéré pour Lck et
Fyn (Pleiman et al., 1994; Prasad et al., 1993a). Vagalement été récemment proposé pour la
régulation de la PI3K au niveau des thymocytes,mmembservé dans les cellules B, placant Vav en
amont plutdt qu’en aval de la PI3Kan et al., 1998Des études plus récentes ont suggéré que p85
peut se lier aux PTKs Syk et ZAP-70, de maniérectir sans nécessité de la présence du domaine
YxxM (Moon et al., 2005). Il existe également des élémenggérant un possible accrochage de
p85 aux domaines SH2 de SLP-76, toujours sansartities domaine¥xxM (Shim et al., 2004)

(Fig.5).

Ainsi, il reste encore a déterminer si I'activité ld PI3K observée lors de la stimulation du TCR es
due a la mise en place d’'un ensemble de mécanismlesdant ou si cette activation est une
procédure orchestrée précisément avec l'aide deuuplusieurs composants essentiels situés en
amont de la PI3K. Il reste néanmoins clair que IBKPsemble pouvoir jouer un réle fonctionnel
prépondérant suite a I'activation du TCR, en paligc grace a l'utilisation de modéles murins
invalidés pour le géngl10delta(Okkenhaug et al., 2002).
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Effecteurs de la PI3K

L'activation de la PI3K lors de la stimulation duCR permet la production de
PtdIns(3,4,5)R La production de ce second messager largemeattéasé permet le recrutement
de protéines a domaines Pleckstrin Homology (PHE)miPles protéines recrutées, sont retrouvées
les Ser/Thr kinases PDK-1 et AKVanhaesebroeck and Alessi, 2000) (Fig.5). Cesrapgyont
ainsi phosphoryler une large gamme de protéinesrégileront le métabolisme cellulaire, la
prolifération cellulaire, la mitose ou l'apoptoska production de PtdIns(3,4,%)Rengendre
également le recrutement au niveau de la membiasmue de la Tec kinase Itk via son domaine
PH. Cette Tec kinase est exprimée de maniere s&eatans les cellules T et se trouve impliquée
dans la régulation calcique PI3K dépendante, vieagacité a phosphoryler la PiydMiller and
Berg, 2002). La PI3K peut également réguler desraggements au niveau du cytosquelette an
activant de GEFs possédant des domaines PH saliafPtdins(3,4,542 On pourra ainsi observer
des effets sur les petites protéines G Rho, R&de42(Gupta et al., 2003). De plus, il a également
été montré le recrutement de protéines adaptatvieeleur domaine PH telles que Gab (qui peut
eégalement intéragir avec la sous unité p85 de3&)Rdermettant notamment de réguler de maniere
positive la voie Erk/MAPK. Ce recrutement par levdone PH pourrait avoir également des effets
inhibiteurs notamment sur le facteur de trans@iptNFAT et la production d’IL-2 sous une
stimulation TCR/CD28 (Parry et al., 2006; Pratakf 2000; Yamasaki et al., 2003; Zhang et al.,
2002b). Le recrutement des protéines SKAP, contemardomaine PH central, serait également
dépendant de I'activité de la PI3K, permettant @ler la PI3K a I'activation des intégrines et les
phénomeénes d’adhésion dans le lymphocyte T (Waafj,2007; Wang et al., 2003a). Enfin, il en
est de méme pour le recrutement des protéinesadeps Bam32/DAPP1 agissant notamment sur
la prolifération cellulaire suite a l'activation dGCR et l'activation de la voie Erk/MAPK
(Sommers et al., 2008).

Un tel mécanisme, par la diversité des voies deatigation qu’il engage, joue un role fondamental
dans l'activation T et dans I'élaboration des reggmimmunes (Fig.5). De nombreuses études
génétiques ont en effet révélé Iimportance deKRlans le fonctionnement et 'homéostasie du
systeme immunitaire. Une étude introduisant uneatiut dans le gene de la p51€&t provoquant
une perte de sa fonction catalytique a mis en éceleles défauts des réponses B et T a I'antigene
in vitro etin vivo ainsi qu'une réduction de la population de cefiule mémoire en périphérie,
témoignant du réle joué par la PI3K dans la suetieu la différenciation des cellules T effectrices
(Okkenhaug et al., 2002). Enfin, l'invalidation cmmonnelle dans les lymphocytes T de PTEN,
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'une des principales phosphatases hydrolysanB1dd, induit un syndrome lymphoprolifératif
létal, des anomalies de la sélection thymique etaaroissement de la résistance des cellules T
périphériques aux stimuli apoptotiques (Suzuki.e2@01).

Ces données corroborent d’autres études utilisestirthibiteurs pharmacologiques de la PI3K et
démontrant que les effets positifs de certaineskayés comme I'lL-7, I'lL-2 ou I'lL-12 sur la
survie et la prolifération des cellules T sont defsnts de la voie PI3KOkkenhaug et al., 2002;
Sade and Sarin, 2003; Stahl et al., 2002; Yoo.e2802). Enfin, il a été rapporté que linhibition
de la PI3K, bien que n’empéchant pas la synapseaiimotogique de se mettre en place et n’'inhibant
pas certains évenements liés a l'activation, conimegmentation des tyrosines phosphorylées,
I'expression de CD25 ou la production d’'IL-2, blegla transformation blastique des cellules T

induite par I'antigen€¢Costello et al., 2002; Harriague and Bismuth, 3002

Enfin, I'un des réles important de la PI3K dans ¢eflules T est la régulation du métabolisme
cellulaire et de la synthese protéique (Jones amaimpson, 2007). Cependant, la PI3K peut
également réguler la « dynamique » de l'actina,nbtamment été montré I'importance de la PI3K
dans la régulation de la migration leucocytairesiaque le chimiotactisme (Asperti-Boursin et al.,
2007; Matheu et al., 2007; Reif et al., 2004; Wa@)6). Récemment, une étude sur le lymphocyte
T a souligné I'importance du produit de la PI3KPt&lIns(3,4,5)Pet de mTOR dans la régulation
négative de I'expression des molécules pro-migresoCD62L et CCR7 suite a une engagement du
TCR (Sinclair et al., 2008). Cette régulation essgible via I'activation de voies protéolytique de
ces deux molécules PI3K dépendantes. L'intérétetie aégulation transcriptionelle négative est
d’éviter la recirculation de ces lymphocytes T dydéia subi une activation qui resteront ainsi en

périphérie et ne seront plus adressés au niveaorgases lymphoides secondaires {Sinclair, 2008

Ainsi, malgré les controverses au niveau de sdoracsous le TCR, il semble clair que I'activation
de la PI3K via le TCR peut potentiellement régulemombre important de voies de signalisations
et de fonctions différentes. Cependant, il est l&bli que lors de I'engagement de molécules de
costimulation telles que CD28 ou ICOS, la PI3K paugtre recrutée par les motifs YxxM ainsi
phosphorylés {Fos, 2008 #153;Pages, 1994 #148;Cage0 #705} (Fig.5). C'est d'ailleurs dans
ce sens que la PI3K est largement étudiée, il r&gamoins un « vide scientifique » ou en tout état
de cause une incertitude quant au recrutement gil@yrécis de la PI3K lors d’'une activation du
TCR.
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Signaux inhibiteurs

Comme décrit préecédemment, la signalisation du BCiRé est un phénoméne qui met en
jeu plusieurs types de voies effectrices de sigaatin. L’activation de ces voies doit étre
nécessairement régulée pour assurer que une régernaeellule T & son ligand appropriée et ceci
de la maniére optimale (Acuto et al., 2008). Commoair la régulation positive, les signaux
inhibiteurs seront générés soit sous le TCR lui-méu soit cette régulation émanera d’autres

récepteurs de surface. Parmi ces régulations, atncfssser en :

- régulations proximales, plus précisément cibkedes PTKs de la famille Src. Mais aussi
via le recrutement des protéines adaptatrices DekElok-2, véritable plateforme pour protéines a

activités inhibitrices.

- régulations plus tardives, dues a la mise endeurécepteurs inhibiteurs, permettant
principalement le recrutement de protéines phosglkat Mais aussi il existe d’autres mécanismes

kinases ou ubiquitines ligases qui développeroatedgent des boucles de régulation négatives.

Régulations Proximales

Régulateurs négatifs des Srcs kinases

L’élément de signalisation le plus proximal a saVaictivation des Src kinases, s’avere étre
activement régulé. Par exemple, de hombreusesimestévont contribuer a l'activité de Lck. La
kinase Csk (C-terminal Src kinase) est responsddla phosphorylation de Lck sur sa tyrosine C-
terminale inhibitrice (Y 505), la maintenant aidsins un état inact{Hermiston et al., 2003; Vang
et al., 2004). Csk est recrutée au niveau de labrem plasmique de maniere phosphotyrosine
dépendante via son domaine SH2. En effet, la plwgfation de la molécule PAG
(phosphoprotein associated with glycosphingolipitéred microdomains) dont la phosphorylation
est Src dépendante va permettre ce recrutemerst @liesi une boucle de rétrocontréle qui se met
en place avec l'activation de Src, la phosphorgtatie PAG qui permet ainsi le recrutement de Csk
et donc l'inactivation des Srcs kinag8slheim et al., 2008a; Solheim et al., 2008b).

La protéine phosphatase transmembranaire CD45 ggalement déphosphoryler le site
inhibiteur, mais de maniere intéressante, peute@gaht réguler la kinase de maniére négative en
déphosphorylant, la tyrosine activatrice dans lmaae kinase (Y394jHermiston et al., 2003)
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(Fig.4). Pour expliguer la distinction entre legainds spécifiques et non spécifiques par le TCR, il
été proposé qu’une liaison peu affine du TCR paupeptide, engendrait la mise en jeu rapide de
la phosphatase SHP1 (SH2 domain-containing prdigwsine phosphatase) (Stefanova et al.,
2003). SHP-1 va ainsi déphosphoryler le site actif de logk qui entrainera la fin de la
signalisation. L'importance de SHP-1 dans ce typéodiction est renforcé par le fait que des souris
invalidées génétiquement (Knock-out ou KO) pour SHPdéveloppent un syndrome

d’autoimmunitésévere (Tsui et al., 1993) (Fig.4)

Les protéines adaptatrices Dok-1 et Dok-2

Les protéines Dok-1 et Dok-2 (pouo®nstream bkinases) sont des molécules largement
décrites dans les diverses voies de signalisatinlaire comme substrats de protéines tyrosine
kinases (PTKs) (Mashima et al., 2009). Elles dapgament a la super famille des molécules
adaptatrices ou protéines d’ancrage (dockers ms)tesomprenant également les familles IRS,
SNT/FRS et Gab. Cette classification est due endgrgartie a la similarité de séquence de leur
domaine PTB (phosphotyrosine binding domain). Lesniores de la famille semblent agir comme
des inhibiteurs des grandes voies de signalisgfdiKs, Ras, PLC/Ca2+) (Acuto et al., 2008).
Cette famille a fait 'objet de ma thése, ainsirgegtructures et leurs fonctions seront présentées
dans les paragraphes suivants. Brievement Dok{Do&t2 vont étre au centre d’'un complexe
multimoléculaire a vocation inhibitrice, recrutardtamment RasGAP, Csk et SHIP-1 au niveau du
TCR activeé (Fig.6).
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Nature Reviews | Immunology

Fig 6. Répulation népative induite par les protéines Dok-1 et Dok-2 sousle TCR.

La stimulation du TCR va engendrer la phosphorylation sur résidus tyrosine de Dok-1 et Dok-2 et la
formation d’un complexe multimoléculaire qui va interagir avec T.AT. Tlne fois recnités 4 proximité
dn TCR, Dok-1 et/ou Dok-2 pourraient entrer en compétition via leur domaine PTB avec ZAP-70
pour la liaison aux motifs ITAMs pheosphorylés ou poumraient recruter des partenaires provoquant la
régulation négative de ZAP-70. Dok-1 et Dok-2 pourraient vraisemblablement permettre le
recrutement de CSK  ce qui inhiberait les Src kinases La fonction inhibitrice de Dok-1 et Dok-2
sous le TCR semble renforcer par sa liaison avec des partenaires tels que SHIP-1 ou RasGAP. SHIP-
1 dec méme que Dok-1 ¢t Dok-2, va engendrer des cffets inhibiteurs sur AK'L en réduisant les taux de
Pidins(3 4,5)P,

Oreste Acato, Vincenzo Di Bartolo & FrédériqueMichel
{Nature Reviews Immmnology , 2008)

Régulations Tardives

Récepteurs inhibiteurs et recrutement de phosphatas

De la méme maniére qu’il y a une nécessité d’'urstiroalation pour I'activation optimale
d'un lymphocyte T, il existe des corécepteurs dstiomlation a vocation inhibitrices. CTLA-4
(Cytotoxic T lymphocyte antigen-4) et PD-1 (prograed death-1) sont deux exemples de ce type
de corécepteurs inhibiteurs, qui vont limiter lalfération et I'activation des cellules T stimusée
par le TCR. Les fondements moléculaires de la bdition dépendent de plusieurs mécanismes,
notamment du recrutement des tyrosines phosphatates que SHP-1 et SHP-2, par I'utilisation
de motifs phosphotyrosine (de types YKVM pour CT&Ast ITIM [immunoreceptor tyrosine-
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based inhibition motif] pour PD-1) (Chemnitz et, &004; Teft et al., 2006) (Fig.7). Ces molécules

sont retrouvées sur les cellules T activées avgaad expression a 24h-48h apres stimulation.

Leur réle dans le contréle de la tolérance immiungita été démontré par I'utilisation de souris

invalidées génétiquement. Les souctad” développent ainsi une lymphoprolifération massive
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Fig.7. Récepteurs inhibiteurs de 1’activation lymphocytaire T.
I.a prolifération du lymphocyte T est inhibée par les récepteurs CTI.A-4, PD-1 et BTILA
L’activation du lymphocyte T va induire I’expression a la surface cellulaire de PD-1 et la
phosphorylation des autres récepteurs inhibiteurs. La phosphorylation de CTL.A-4 va pemmettre la
libération de la phosphatase PP2A au nivean cytosolique permettant notamment 1’inhibition d”’AKT
(PKB). Les 3 récepteurs activés vont pouvoir recruter les phosphatases SHP1 et SHP2, bien qu™une
association dirccte n’ait ¢t¢ montrée que pour BTLA ct PD-1. Ces phosphatascs ont ¢té impliquéces
dans la régulation négative de la signalisation du TCR. et permettrait également 1’inhibition de la
voie PI3K/AKT. BTLA poumait également recruter les protéines adaptatrices Grb2 et la sous-unité

p85de la PI3K dans certaines conditions.
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conduisant & la mort (Waterhouse et al., 1995})jisaque les sourisd1’” développent des maladies

auto-immunes dont le type et la sévérité dépendiefdnd génétique (Nishimura et al., 1999).

Ces deux molécules sont des cibles thérapeuticartiswierement importantes. Chez des patients
atteints de cancers, linjection d’'anticorps mowooeux anti-CTLA-4 est associée a une
augmentation de la réponse aux vaccinations thétigpes et un accroissement de I'élimination
tumorale ; toutefois, ces patients sont égalemembses a la survenue d’événements auto-immuns,

spécifiqgues d’organe ou systémiques (Phan etG03)2

La voie HPK-1SLP-76-14-3-3

HPK-1 (Haematopoietic progenitor kinase 1 aussipe# MAP4K1l) est une
sérine/thréonine kinase exprimée essentiellemamt B cellules hématopoiétiques (Kiefer et al.,
1996). La stimulation du TCR induit la phosphongatde HPK-1 par Lck et/ou Zap-70 (Ling et
al., 2001), s’en suit I'accrochage de HPK-1 a SBRSauer et al., 2001) ou d’autres protéines
adaptatrices (Boomer and Tan, 2005). Des donné&esites ont montré qu'il existe une boucle de
régulation négative du signalosome SLP-76 initié IBBK-1. En effet, I'invalidation génique de
HPK-1 résulte en une plus forte activation du gir@esuite a une stimulation du TQRI Bartolo
et al., 2007), de plus, les souris déficientes BiKH montrent une prolifération plus importante de
leurs cellules T stimulées via le TCR de méme qger’'ymoduction plus intense de cytokines
comparée aux souris contrél€Shui et al., 2007). Enfin, la délétion de I'exmies d’'HPK-1 dans
les cellules T stimulées par leur TCR résulte ere uUmaisse significative de la tyrosine
phosphorylation de diverses protéines essentidééda signalisation T telles que SLP-76, RLC
LAT et ZAP-70(Di Bartolo et al., 2007; Shui et al., 2007).

Le mécanisme d’action de HPK-1 n’est pas encot@eiment compris, cependant on sait que
HPK-1 va phosphoryler SLP-76 et permettre son @0 avec la protéine 14-3-3(Di Bartolo et
al., 2007), qui est exprimée de maniére ubiquiteirse lie a plusieurs cible régulant des processus
cellulaires(Mackintosh, 2004). Cependant la bowgerégulation négative HPK1-SLP76-14-3-3,
semble fonctionner a des temps relativement ta(idsl5 minutes suite a la stimulation du TCR),
en comparaison, les premiéeres phosphorylationsteslguite a 'engagement du TCR apparaissent

dans des temps inférieurs a la minute (Di Bartblkal.e 2007).
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L’ubiquitinylation dans la régulation négative du signal TCR

Ces phénomeénes d’ubiquitinylation interviennentreenautres dans la régulation des
réponses immunitaires, en particulier sur les méoas de tolérancéliu et al., 2005). Par
exemple, les ubiquitines ligases de la famille Gsitas b-lineage lymphoma) vont réguler la
réponse du TCR via la dégradation de plusieursepres essentielles telles que CP3AAP-70,
PLCy-1, PI3K and PK@ (Loeser and Penninger, 2007). Le recrutement degipes de la famille
Cbl, notamment l'ubiquitine ligase E3, vont régulier maniere négative la réponse du TCR par un
mécanisme impliquant les protéines sTs1 (suppredsbicell signalling 1) et sTs@arpino et al.,
2004). sTsl et sTs2 ont une faible activité RIWrkhailik et al., 2007), et il est vraisemblable
gu’elles exercent leur activité en régulant lesesale dégradation des composants du signalosome
SLP-76 (Feshchenko et al., 2004; Raguz et al., 2007).nEmfé maniére intéressante les souris
doublement invalidées postslet sts2montrent une prolifération plus importante despywcytes
T suite a une stimulation du TCR, de méme qu'urt&vitie plus intense dans la transcription de

géenes des cytokines par rapport a des lymphocytBgnke souris contrdle (Carpino et al., 2004).

Conclusion |

La signalisation du TCR reste un mécanisme exdmairement complexe qui doit
s’'adapter a des situations différentes suivangge tle sous-population lymphocytaire T rencontrée
(T « naives », effecteurs/mémaoires, régulateurd,7Th). Ainsi, au niveau des signaux activateurs,
la signalisation des PTKs de la famille Src souF @GR a été particulierement abordée, car ces
molécules restent la clé de volte essentielle déolane mise en route du systeme, sorte
d’interrupteur de l'activité du TCR. De plus, il nsemblait essentiel de replacer la PI3K dans ce
systéme, et de montrer que bien que cette actititté détectée lors de I'engagement du TCR lors
de travaux publiés en 2002 (Ward et al., 1992néeanisme qui permet de relier le TCR avec cette
activité enzymatique reste meconnu. De plus,’papéct significatif du PtdIns5P sur I'activité de
la PI3K dans des systéemes cellulaires épithéliendaries et al., 2006), il était important de
présenter cette PI3K dans le contexte de I'actwvaymphocytaire T.

Cette énumération de mécanismes d’inhibition est dtétre exhaustive. Ici, jai tenté de
résumer diverses facettes de cette régulatione lttgs précoce et déclenchée des la stimulation du

TCR, en méme temps que les signaux activateussqted les voies inhibitrices des Src kinases et
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les activités associées aux protéines adaptafdioksl et Dok-2. D’autre part, un signal plus tardif
avec les mécanismes des récepteurs inhibiteurbigditinylation et le rdle de certaines enzymes
comme HPK-1 qui vont agir plus tardivement pourto@er la réponse. Ainsi, on peut parler de

frein a deux niveaux :

- 'un pour éviter que le « systeme s’emballeciest une régulation tres fine de I'activation
sorte de tuteur de celle-ci. Selon l'affinité ratatdu TCR pour le peptide, il va y avoir le
développement d’une réponse appropriée.

- Le second frein sera un signal d’extinction @#éecréponse et un retour a I'état basal du

systéme.
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Partie Il :
Les phosphoinositides
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La famille des phosphoinositides

Les phospholipides sont des éléments de strucesssntiels de toutes les membranes
plasmiques eucaryotes, qui vont étre constammamhisoa des changements métaboliques en
fonction des besoins de la cellule pour le maint@#® son intégrité structurale. Chaque
compartiment membranaire posséde une compositimueiret caractéristique en phospholipides.
Cette compartimentalisation peut s’expliquer dtidaila distribution des enzymes métabolisant ces
lipides. En plus de ce réle structural essentés,dellules utilisent des lipides comme molécukes d
signalisation. Les phosphoinositides sont un tres kexemple pour illustrer comment un
phospholipide peut étre un élément de structula deembrane, mais également comme précurseur
de multiples molécules de signalisation touchamt lange gamme de fonctions cellulaires. Les dix
dernieres années ont apporté un changement ragticale nouvelle attention sur la famille des
phosphoinositides. En effet, un large nombre decgssus de signalisation dépendants des
phosphoinositides membranaires ont été décrits: gx@mple, le contrble des transporteurs
(Hilgemann, 2004) et canaux ioniques(Horowitz et 2D05), la régulation du cytosquelette
d’actine (Takenawa and Itoh, 2001; Yin and Janr@€93), la régulation de diverses GEF ou GAP
garantes de l'activité de nombreuses petites presés (Klarlund et al., 1997; Venkateswarlu et al.,
1998), mais aussi des mécanismes tels que I'enokyCremona et al., 1999; Ford et al., 2001) et
I'exocytose (Eberhard et al., 1990; Hay et al.,3)99\insi, il est de plus en plus établi que les
phosphoinositides sont des régulateurs essengslmmémbranes cellulaires.

Les phosphoinositides sont des glycérophosph@gpidnioniques, constitués d'une téte
polaire formée par un cychlaycinositol, une partie apolaire formée de deux obsitiacides gras
le tout relié par un squelette de glycérol. Leuttipaapolaire va permettre leur insertion au niveau
des membranes plasmiques. Tandis que la téte agtofue sera phosphorylée séquentiellement
ou non, sur trois positions du cyeteycinositol D3, D4 et D5, permettant ainsi la congtdn de

huit types de phosphoinositides (Fig.8).
- Le PtdIns ou phosphatidyl inositol est le précursen-phosphorylé.
- Les mono-phosphatidylinositol : Ptdins3P, PtdinsttPtdIns5P.

- les phosphatidylinositol bis-phosphates : PtdldgE, PtdIns(3,5)F et
PtdIns(4,5)R.

- Le phosphatidylinositol —tris-phosphate ou PtdIs& R
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Fig8. Structure des phosphoinositides et estimation de leur taux dans les érythrocytes de
mammiféres.au repos.

(mesure des phosphoinositides réalisées, d’aprés Stephens, L., McGregor, A. & Hawkins, P. in
Biology of Phosphoinositides, Oxford Univ. Press, Oxford, UK, 2000)

Tableau adapté de Lemmon MA
(Nature Reviews Molecular Cell Biology volume , 2008)

Le Ptdins est le plus abondant des phosphoinesitiet représente environ 10% des
phospholipides totaux de la cellule au repos et 8@%phosphoinositides totaux. Le PtdIns4P et le
Ptdins(4,5)R représentent un peu moins de 1% des phospholipadagx soit environ 5% des
phosphoinositides totaux. Les autres phosphoidesitne représentent quant a eux moins de 1%
des phosphoinositides tota(XapresStephens, L., McGregor, A. & Hawkins, P. Biology of
PhosphoinositidesOxford Univ. Press, Oxford, UK, 2000) (Lemmon,08)(Fig.8). Cependant,
suite a diverses stimulations, leur taux peut eldiment changer, notamment pour les moins
abondants, ainsi le taux de PtdIins5P par exempl¢ yarier d’'un facteur 20 durant le cycle
cellulaire (Morris et al., 2000), ainsi que le Pi&(3,5)B qui peut augmenter d’un facteur 30 suite a
une réponse a un stress hyperosmotique dans le®$e\et dans une moindre proportion dans les
cellules animales (x 2 a 6) (Michell et al., 200B&ci nous permet ainsi de bien nous rendre compte

de la dynamique de ces molécules dont les tauxceliulaires peuvent varier tres rapidement.

Ces lipides sont retrouvés principalement sur lessants cytoplasmiques des membranes
cellulaires et semblent étre distribués selon d@espartiments subcellulaires bien pré@sg.9). Il

est a signaler également la présence de phospht@essau niveau du noyau (Barlow et al., 2009;
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Divecha et al., 1991; Payrastre et al., 1992). plessphoinositides vont jouer le réle de second
messager, permettant le recrutement de protéinesté@dant un domaine de liaison spécifique, au
lieu « exact » de leur fonctionnement. Ces domapwsront d’ailleurs servir de sondes pour la

détection précise de ces phosphoinositides auunidea membranes cellulaires (Fig.9).

M - . ( - o Cytosol‘

FM

ER

I PI(4,5)P;
W PI(3,4,5P3
PI(3,5)P;
PI(3,4)P,

PlAP
W PI3P

PLGS1-PH  Pudins(a,5]P OSH2-2xPH pidins(4,5)P, I'ig 9. Localisation des phosphoinositides.

Fipure du haut Représentation schématique de la
localisation des membres de la famille des
phosphoinositides. PM: membrane plasmique, LL:
endosomes précoces, LY: lysosomes, MVB: corps

multivésicnlaires.

Iigure de gauche, transfection d’une sonde utilisant
FAFF1-PH FEAT1-FYVE 1un domaine pmtélm]e se liant spéc]ﬁmlement aun
Rll-2" i PI donné , conplé m GFP en cellules Cos-7. P1.C:

phospholipase C, OSII2-2X PII: tandem de
domaines PH provenant de I’homolopue chez la
levure de la protéine OSBP (oxysterol-binding
protein), FAPP1: the four-phosphate-adaptor protein
1, EEA1-FYVE: domaine FYVE de la protéine
EEA1 ( Early Endosome Antigenl), ARNO: Arf
nucleotide binding site opener (facteur d’échange de
Arf-6). Heather J. McCrea and Pietro De Camilli

{Physiolopy ,2009)

VamaiP. & Balla T.

(P flugers Arch., 2007)
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Métabolisme des phosphoinositides et dysfonctionnemt

Les taux intracellulaires en phosphoinositides $imetment régulés de maniére temporelle
et spatiale, par I'action de nombreuses lipide $@saet phosphatases. Celles-ci vont ajouter, ou
cliver un groupement phosphate au niveau d’'unetipagprécise du cycle inositol, a la maniére des
phospholipases. La localisation différentielle thacun de ces enzymes an niveau des membranes
va permettre la maintenance et la distribution loégnes des phosphoinositides. Le site de
synthese des PtdIns est le réticulum endoplasmiguidins sera ensuite « exporté » au niveau des
autres compartiments membranaires, soit via lectraEmbranaire, soit par le biais de protéines
spécialisées dans le transfert de phospholipiddsstque les protéines PITPs (Phosphatidylinositol
transfer proteins) (Cockcroft, 2007). Un dysfonotiement dans le métabolisme des
phosphoinositides est a l'origine ou potentialise mbmbreuses pathologies (McCrea and De
Camilli, 2009; Pendaries et al., 2003) (Fig.10 §.11
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Lowe Syndrome,
Ally) AML

PIG.4 5JP3 %
Cancer
1@5‘: Lethal Contractural P?‘g
Syndrome Type 3\
3!( I, ||) PISK
Pl{4,5)P5 DAG
5-Frase
Lowe Syndrﬂme Psych- =
iatric Disease, Down Syn- &
o o drome, Alzheimer's Disease
O o© PISK (PikFyve)
Ins(1,4,5)P
- :
2 Q & Myotubular Myopathy
1 OH Charcot-Marie-Tooth,
Centronuclear Myopathy ot
Sa
HO ’ oH FESP <N Other Inositol
3 HO 5 (35IP2 Ty Polyphosphates
. B ; Charcot-Marie-Tooth \
Pl fPhOSPhatld}'“nOSI‘tOD ALS Frangois-Neetens Myotubular Myopathy
Mouchetée Fleck Charcot-Marie Tooth,
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Fig.10. Métabolisme des phosphoinositides ¢t pathologics associées a des dysfoncionnements
enzymatiques.

Heather J. McCrea and Pictro De Camilli
(Physiology . 2009)
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Les lipides Kinases

Phosphatidylinositol 4-kinase (P14K)

Classification

De maniére schématique, on peut résumer ce mé&aiwlde phosphatidylinositol en
plusieurs étapes, tout d’abord I'apport de Ptdimsi@eau de I'appareil de Golgi la ou se trouvent
les Pl4Ks (phosphatidylinositol 4-kinase). Toutes PI4Ks vont phosphoryler en position D4 du
cycle inositol des phosphoinositides pour prodier@tdins4P. Cette réaction est essentielle, car le
PtdIins4P pourra étre le précurseur de Ptdins(4j&)pliqué notamment dans la voie classique du
DAG et de I'lR. Quatre types de PIl4K différentes ont été ide¥asi basé sur leur structure et leur
sensibilité a divers inhibiteurs. Il y a les isoagrde type b et3 et les isozymes de types tilet
B (Balla and Balla, 2006). Chaque isozyme va étmgime dans un tissu particulier et se localiser
au niveau d’'un compartiment particulier, ceci suggé que le Ptdins4P est requis pour diverses
fonctions cellulaires comme notamment le transpédiculaire depuis le Golgi en recrutant des
protéines de « coating » et leurs facteurs acaess(Behnia and Munro, 2005; De Matteis et al.,
2005; Wang et al., 2003b).

Il nexiste pas de pathologies associées a la iouatate 'une de ces enzymes, en revanche il
semblerait que la PI4K Ik puisse jouer un réle dans l'induction de la régiimn virale notamment
du virus de I'hépatite C (HCV) (Berger et al., 200%tard et al., 2009; Vaillancourt et al., 2009).

La PI4KII B dans le lymphocyte T

Diverses études suggerent, une activation de I&KIHl4au niveau des membranes
plasmiques suite a une activation du TCR par uic@mps CD3. Cette enzyme serait impliquée
dans le signal de transduction TCR (Fernandis ardamanyam, 1998; Inokuchi and Imboden,
1990). Il a dailleurs été montré de maniere étommaine association de cette PI4KHvec les
chaines( du CD3 suite a une stimulation TCR (Srivastavaalet 2006). Cette enzyme serait
impliquée dans la signalisation TCR, car elle fesarait le maintien d’un pool de Ptdins(4,55
niveau du TCR nécessaire a l'induction du signa V& PLG ou PI3K (Fernandis and
Subrahmanyam, 1998; Inokuchi and Imboden, 1990)plDs, il a été suggéré que cette enzyme

pourrait interagir avec des molécules exprimées dies lymphocytes T telles que le corécepteur
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CD4 ou la PTK Lck (Fernandis and Subrahmanyam, 26@@tile and Cantley, 1995). Des pics

transitoires d’élévation de PtdIins4P (d’'un factiais) sont détectés trés rapidement entre 2 a 3min
aprés stimulation (Srivastava et al., 2006). Caggere d’'une part, le recrutement possible d’'une
lipide kinase-phosphatase au niveau du TCR, masati@ part, laisse a penser que le Ptdins4P

pourrait étre un intermédiaire pour générer duriz@l,5)R.

Phosphatidylinositol phosphate kinases (PIPKSs)

Classification

Au niveau de la membrane plasmique ce Ptdins4P kerarécurseur majeur des
Ptdins(4,5)R localisé essentiellement au niveau membranairdte decalisation sélective est
notamment assurée par la concentrationPd&® 5-kinases (type | PIP kinases). Les PIPKs ne
partagent pas d’homologies significatives avec témulipides kinases. Trois classes distinctes ont
été identifiées selon des similarités dans la régatalytique de ces enzymes. Les classes | et |l
vont permettre la synthése B&dins(4,5)R de deux maniéres distinctes. Tandis que la cldisga
permettre essentiellement de produirePelins(3,5) . La PIPK | ou Ptdins4P 5-kinase va
catalyser la phosphorylation du Ptdins4P en pasibd® du cycle inositol (Ishihara et al., 1996;
Ishihara et al., 1998; Loijens and Anderson, 1396)a exister sous 3 isoformesf3 ety (Ishihara
et al., 1998). La PIPK Il ou PtdIins5P 4-kinase watalyser la phosphorylation du PtdIns5P en
position D4 du cycle inositgBoronenkov and Anderson, 1995; Castellino et1#197; Divecha et
al., 1995; Itoh et al., 1998; Rameh et al., 199%bpossede également trois isozyme$ ety
(Boronenkov and Anderson, 1995; Divecha et al.,219®h et al., 1998). Enfin, la PIPK Il ou
PIKfyve (phosphoinositide kinase for five positiccontaining a fyve finger)va catalyser
majoritairement la phosphorylation du PtdIins3P esitpn D5 du cycle inositol, on verra qu’elle
pourra également engendrer la formation de Ptdl@spRrtir du PtdingSbrissa et al., 199®)e
maniere intéressante, une étude récente fait détdiimportance de 1&14P 5-kinased dans la
production dePtdIns(4,5)R cruciale pour permettre I'entrée du virus HIV-llext premiéres étapes
de l'infection dans les lymphocytes T (Barrero-¥ilket al., 2008).

Pathologies associées

Des mutations de ces enzymes ont été identifiaas dertaines pathologies, une mutation
inactive dans le géne PIP5K1C encodant pour la RIRKété récemment identifié comme étant
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responsable du syndrome clantractures congénitales létatas LCCS(Narkis et al., 2007). Chez
'homme, le gene de la PIPKilest considéré comme un candidat dans le dévelappede

désordres bipolaires ou de schizophréii&shwab et al., 2006; Stopkova et al., 2005). Denené
une mutation dans le géne PIP5K3, encodant pouFi& est a I'origine ddystrophie cornéenne

mouchetée de Francois-Neetens (Li et al., 2005).

Enzymes Substrat (s) Localisation Pathologie (s)
Associée(s)
PI3K

PIBKIpl10a—5 PtdIns(4,5* MILN cancer (1 10a)
PBKIO-C2a PtdIns PtdIns4P? MP_ TGN/E -
PI3KIO-C2p PtdIns, PidIns4P? MP -
PBKII-C2y PtdIns, PtdIns4P? G -

PI3K 111 (Vps34) Ptdins GE désordre hipolaire
PHKI PtdIns G, TGN/E MP? désordre bipolaire
PHKII P Pidins G, TGN/E_ MF? tole dans I’activation T ?

Recruterent TCR ?
PHKII a PtdIns RE.G rolke positif dans la réplication
virale (HCV)
PHKII B Pidins N.G -
PIPKI/PtdInsAP 5- PtdInsAP MP PIPKIa: rile positif dans I’entrée
kinase (o, 1) duHIV-1 dans le LT L.CCS
PIPKII/PtdInsSP 4- PtdInsSP MP{a.B),RE () désordre bipolaire,
kmnase (o, f.7) schizophrénies
PIPKIII/PIKfyve PtdIns PtdIns3P ET Dystrophie coméene

Fig.11l. Kinases humaines du métabolisme des phosphoinositides, substral préférenticl,
localisation et pathologie engendrée(s) en cas de dysfonctionnement. MP: Membrane Plasmique;
G: Golgi; E: Endosomes; TGN: Trans-Golgi Network, RE: Réticulum endoplasmique; ET:
Endosomes Tardifs; N: Noyan.
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Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI13K)

Classification

Au niveau de la membrane plasmique, le Ptdindp4,pdurra ensuité&tre phosphorylé en
position D3 par la PI3-Kinases @tdIns(3,4,5)R Il existe huit membres dans la famille des PI3K,
distribués en 3 classes selon le substrat préféretoutes vont phosphoryler le cycle inositol en
position D3. Parmi toutes les classes de PI3K gelieclasse | sont particulierement étudiées dans
le lymphocyte T.

Les PI3Ks de classe | vont préférentiellement phosylerin vivo le Ptdins(4,5)p au
niveau de la membrane plasmique en Ptdins(3,4,®kes auraient également la capacité de
phosphoryler le Ptdins et le PtdinsdéPvitro . Ces enzymes sont subdivisées en deux groupes 1A e
IB. Ce sont des hétérodimeres composés d’une sutés catalytigue de 110kDa (p110) et d’'une
sous unité adaptatrice/régulatrice . La classestBemposée d’'une seule isoforme de la sous-unité
catalytique pl19 qui est associée aux sous-unités adaptatrices pd(i84. Ces hétérodimeres
pl10/p101 sont activés directement par les sous u@f§sdes protéines G hétérotrimériques en
aval des RCPGs (récepteurs couplés aux protéines dg)la protéine Ras-GTP (Suire et al., 2006).
A noter que de nombreuses études montrent qued&GR peuvent stimuler également l'activité
des PI3K de classe IA. Ceci peut s’expliquer d’'pag par des activités tyrosines kinases connues
en aval des RCPGs, et d’autre part par une adivairecte de p11D(et pas pll®) par les sous
unités @y (Vanhaesebroeck et al., 2001).

Les PI3Ks de clase Il sont monomériques et voosphoryler de maniere prédominante le
Ptdins mais aussi en moindre proportion le Ptdirnsdé donner respectivement le Ptdins3P et le
Ptdins(3,4)R. Par contre, ces PI3K de classes Il ne semblentcppables de phosphoryler le
Ptdins(4,5)P2.

Enfin, la seule PI3K de classe lll identifiée, ajoar, est Vps34, un homologue de la protéine
Vps34p (vacuolar protein sorting 34) deaccharomyces cerevisiaed/ps34 va également

phosphoryler de maniere quasi exclusive le Ptdéns donner le Ptdins3P.
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Pathologies associées : Cancer et stratégies anticareuses

La PI3K a initialement été découverte a causeodeassociation avec l'oncoprotéine virale
v-Src provenant du virus du sarcome de P. R@psd ™" (Sugimoto et al., 1984). Il est
maintenant évident que les isoformes de la PI3Kjddent un rdle critique dans les cancers
humains, notamment par le fait quePlielins(3,4,5)Pva engendrer le recrutement de AKT puis son
activation et promouvoir la prolifération et la gigr cellulaire. Dans une analyse sur la voie PI3K,
sur 450 échantillons de tumeurs provenant de lpes de tumeurs 55% présentaient une forme
active d’AKT, laissant présager de lincidence dactivité de la PI3K sur les pathologies

cancéreuses (West et al., 2002).

Des mutations somatiques activatrices sur les BI®K retrouvées dans de nombreux types
de cancers tels que les glioblastomes, cancerseosargastriques, du sein, des poumons et du
colon (Bader et al., 2005; Engelman et al., 2006; Lualgt2003a; Osaki et al., 2004; Yuan and
Cantley, 2008). Mais également des amplificatioéisigues de la PI3K sont observées dans divers
types de cancers cervicaux, ovariens, poumonspithgr, sein , cesophage, glioblastome et cancers
gastriquegBader et al., 2005; Engelman et al., 2006; Osi&i.e2004).

La découverte d'inhibiteurs de cette voie PI3K/AK@ermet de limiter cet effet pro-
oncogénique, en l'occurrence des inhibiteurs deéK RKnight et al., 2006) ou les inhibiteurs
agissant sur les effecteurs en aval de la PI3Kaigdsles inhibiteurs d’AKT (Barve et al., 2006) ou
de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), subst®Kd comme la rapamycinAlbanell et
al., 2007; Engelman et al., 2006; Osaki et al. 4200

Les premiers inhibiteurs PI3K répertoriés, la wahnin et le LY294002 montrent pas ou
peu de sélectivité pour les isoformes PI3K indieiiks et possédent une toxicité considérable
(Knight and Shokat, 2007; Marone et al., 2008). dvialces limitations, les études précliniques sur
ces inhibiteurs a large spectre ont énormémentribaBt a la meilleure compréhension de
'importance de la PI3K dans la signalisation etpties ces études sont un point de départ pour la
découverte de nouveaux inhibiteurs PI3K. Ainsi, rdembreux inhibiteurs avec une sélectivité
différentielle pour les diverses isoformes ont @é&eloppés fournissant de nouveaux traitements
potentiels plus ciblés. Dans une étude récente,congparaison a été réalisée parmi les divers
inhibiteurs spécifiqgues d’isoformes PI3K, les doemént montré un rdle crucial de la ptildans

la signalisation sous le récepteur a linsuline)(jl@stifiant ainsi de [l'utilité cette approche
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d’inhibiteur sélectif dans la découverte des famtsi précises de chaque isofor(Kaight et al.,
2006). Par la suite il a été suggéré que l'inhibitel-103, inhibiteur spécifique de la pbdGavait
également la capacité de bloquer mT(@HRn et al., 2006). Cet effet présumé de PI-103lesur
complexe mTOR a a son tour ouvert de nouvellesesodians la recherche thérapeutique anti-

cancéreuse en suggérant I'inhibition combinée dOREt la PI3K .

: : @)
RTK p
inhibitor 1 E

‘ inhibitor . \ 1 ¥294002 PI-103
faxt | l
inhibitor \im

[ mTOR Y _
inhibitor A TOR/_ Rapamycin, Pl 103

Perifosine

Fig.12.1.a voie PI3K, cible thérapeutique anti-cancéreuse.

Les inhibitenrs vont reconnattre les PI3K elles-mémes, des cibles essentielles de 1a voie PI3K (AKT,
mTOR) ou les récepleurs 4 aclivilé tyrasine kinases (RTKs) en amonl 1es inhibiteurs pleiotropiques
ou I’association de plusicurs inhibiteurs spécifiques pourmraient induire de meilleurs effets
thérapeutiques.

PixuLiu, Hailing Cheng, Thomas M. Roberts & Jean J. Zhao
{Naturc Rovicws Drug Discovery , 2009)

Il y a ainsi un certain nombre de preuves émergsandiquant que le ciblage d’'une isoforme ou
d’autres effecteurs de la voie PI3K peuvent étrifissunt pour bloquer un type particulier de
tumeur. En effet, les inhibiteurs pour une seuldoisne vont éviter la toxicité au niveau du
systeme immunitaire, qui est largement dépendantreon I'a vu précédemment de l'activité des
pll® et pl1§ pour fonctionner. De méme étant donné que la @ktda pl1B semblent avoir
des rdles distincts dans de multiples processusilaiets, il est possible qu'une seule cible
développe moins d’effets secondaires.

Ainsi, le développement d’'inhibiteurs de plus easpspécifique de la PI3K ou de ses effecteurs est

'une des stratégies majeure dans la pharmacokagfieancéreuse. On peut ainsi grossiérement
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identifier trois grandes cibles, la PI3K elle-mém&T ou mTOR et le développement de divers
inhibiteurs de chacune des isoformes de ces mel€ayli seront utilisés seuls ou de maniere
combinée (Fig.12).

La plupart de ces inhibiteurs vont cibler l'actévikinase de ces molécules, et plus
précisément la région se liant a I'ATP. Cependgami tous ces inhibiteurs, il existe des
inhibiteurs lipidiques basés sur la structure déssphatidylinositol. Le plus avancé de ces
inhibiteurs « de nouvelle génération » est la psiife(Barve et al., 2006; Hilgard et al., 1997 ) .
Celle-ci est un analogue dtdIns(3,4,5)FPqui va empécher la liaison du domaine PH (pleokstr
Homology) d’AKT a son ligand et ainsi prévenir kcrutement d’AKT au niveau de la membrane
plasmique. Ces inhibiteurs ont d’ailleurs démonire inhibition de la croissance tumorale de

cellules ayant une forte activité PI3K et AKGills et al., 2006).

Ce genre de nouvelle stratégie originale, peusiasavérer d’'une grande utilité pour
I'inhibition de la voie PI3K, mais on peut pens@nd une plus large mesure, pourrait étre utilisée
pour réguler diverses protéines se liant a des mesyde la famille des phosphoinositides. De plus,
la PI3K est I'enzyme lipidique la plus étudiée la@tmasse de données récoltées a ce jour sur cet
enzyme est immense. Cette PI3K est a mon avis uéte «le gondole » indiquant I'importance
d’un fonctionnement normal du métabolisme des phoisysitides. Malgré le peu d’études sur les
autres lipides kinases, certaines de ces enzyme®ipieétre associées également a des pathologies
(McCrea and De Camilli, 2009). Cela laisse bienerdt sous entendre encore une fois
I'importance des phosphoinositides a propremeniepan tant que seconds messagers dans les
voies de signalisation cellulaire, I'efficacité dees inhibiteurs lipidiques, analogue des

phosphatidylinositol, illustrant cette hypothese.
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Les lipides phosphatases

Les Phosphoinositide phosphatases vont déphosghdgytycle inositol sur les positions D3, D4 et

D5. Ces protéines appartiennent a deux superfanilEnzymes :

- Les enzymes de la famille des tyrosines protéimesphatases qui contiennent
une cystéine conservée dans un motif consensi® t9giquement retrouvé dans
PTEN ( Phosphatases et Tensin homolog deletedromcsome 10)

- La deuxieme famille est composée d’isoenzymes tioidsiphosphatase

Comme on l'a vu précédemment, pour les lipides desa les différentes phosphoinositides

phosphatases vont étre impliquées dans diverskslpgies humaines (Pendaries et al., 2003).

Phosphoinositides 3-phosphatases

PTEN (Phosphatases et Tensin homolog deleted on ohmosome 10)

Classification

PTEN possede une double fonction, d’'une part adiest tyrosine protéine phosphatase et
d’autre part une protéine lipide phosphatase claer v étre capable d’hydrolyser in vitro les
phosphates en positions D3 du cycle inositol dedinB8P, PtdIins(3,4}Pet Ptdins(3,4,5)F
(Maehama and Dixon, 1998). Les deux fonctions sentbimportantes, en effet, I'hyperpolarisation
descellulesp pancréatiques des flots de Langerhans par lanéepéitape préalable a la sécrétion
d’insuline, va requérir I'action conjointe des demécanismes (Ning et al., 2008} est par
I'analyse de sa structure que I'on a pu réveéleuy e premiere fois, I'importance du motif GX et
notamment de sa cystéine conservée pour accédetééel tri-phosphorylée du cycle inositol des
Ptdins(3,4,5)P(Lee et al., 1999). Le PtdIns(3,4,3)5t le substrat préférentiel de PTEN, en faisant
ainsi un régulateur majeur de la voie des PI3KI{gesd Downes, 2002).
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Roéle dans le lymphocyte T : PTEN un régulateur tiega systeme immunitaire

Il est essentiel de souligner I'importance queélgutation de PTEN semble avoir dans les
voies de signalisation, en effet, I'invalidationniggue depten est |étale au niveau embryonnaire
chez la souris (Di Cristofano et al., 1998b). Mas déplétions tissus-spécifiques et hétérozygotes
ont permis de replacer PTEN en tant que régulatégatif du systéme immunitaire. En effet, les
souris hétérozygotes pour PTEN vont développer lymgphoprolifération auto-immune a neuf
mois (Di Cristofano et al.,, 1999). La déplétion @FEN T-spécifique va engendrer une
splénomégalie et un accroissement de la taillehgintis, mais également I’hyperprolifération des
lymphocytes T autoréactifs, la résistance a I'aps@tl’augmentation de la sécrétion de cytokines,
accompagnés de l'augmentation de la phosphorylafidKT dépendante de la voie PI3K (Suzuki
et al., 2001). Ainsi, il est apparu évident quedgulation de la voie PI3K par PTEN au niveau du
thymus, jouait un réle critique dans le développeinaes cellules T.

Le modele cellulaire T le plus utilisé pour I'éaudle cette phosphatase est la lignée
leucémique T Jurkat qui est déplétée en PTEN ePSBE modeéle a notamment largement été
utilisé pour démontrer que ces deux phosphatasegaf@nt contrebalancer les effets de la PI3K
suite a 'engagement du TCR ou de la molécule dérnalation, CD28 (Astoul et al., 2001). A ce
jour, seule une lignée cellulaire T immortaliséeit-f8 a été identifiee comme exprimant PTEN et

SHIP-1 a des niveaux comparables aux cellulesrigires (Freeburn et al., 2002).

Pathologies associées : PTEN un suppresseur deutume

PTEN est également connu sous le nom de MMAC14dtadtin multiple advanced cancers-
1). C’est un suppresseur de tumeur bien caractrisést frequemment inactivé par des mutations,
délétion génique ou inactivé de maniére épigénét{Qully et al., 2006).
Son rdle de suppresseur de tumeur est lié a saitapadéphosphoryler IBtdins(3,4,5)R en
position D3 du cycle inositol. Des mutations somatis de PTEN sont fréquemment retrouvées
dans une grande variété de cancers et des mutgiomsnales en PTEN sont également associées
a des syndromes caractérisés par le développensentuttiples hamartomes qui présentent un
risque élevé de développer des tumeurs. Ces maladted’ailleurs été classifié sous I'appellation
PHTS : « PTEN Hamartoma tumor syndrom@tarsh et al., 1999). Des mutations de PTEN dans
les cancers sporadiques sont trouveées dans cectangers tels que les glioblastomes, les cancers
de 'endometre et de la prostdttokoe, 2001). Dans pres de 50% de ces cancexpréssion de

PTEN est moindre tandis qu'il n’existe aucune alién du géne en lui-méng8tokoe, 2001).
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Enfin, la perte de fonction de la protéine PTEN d@nc engendrer un accroissement de la
prolifération, de la survie, de la migratigWhang et al., 1998). Ces caractéristiques, vami ali

rendre les cellules susceptibles a I'apparitioncdecinogénes, mais aussi favoriser I'apparition
d’altérations épigénétiques secondaires qui voatine I'apparition ou la progression de cancers
(Kwabi-Addo et al., 2001 ; Suzuki et al., 1998).HNI'est ainsi largement admis en tant qu’enzyme
permettant de contrebalancer les effets pro-ondqués de la voie de signalisation PI3K

dépendante, cette enzyme représente ainsi un tégulassentiel des voies de signalisations

cellulaires.

La famille des myotubularines (MTMR)

Classification

Le premier membre identifié, la myotubularine (@edar le gene MTM1) est muté dans la
myopathie myotubulaire, un désordre congénital e a I'’X (Laporte et al., 1996). Par la suite,
deux études indépendantes ont démontré que MTMIit, avd’image de PTEN, une double
spécificité de protéines phosphatases et lipidesgitatase en position D3 spécifique du PtdIns3P
(Blondeau et al., 2000; Taylor et al., 2000). MTBEE ainsi devenu le prototype d’une large famille
de protéines MTMR (MTM-related) qui comprend 14 nbees chez I'homme (Clague and
Lorenzo, 2005; Robinson and Dixon, 2006). MTM1 et IMTMR1,2,3,4,6 et 7 sont des 3-
phosphatases avec une spécificité restreinte ams3tel et Ptdins(3,5)P(Robinson and Dixon,
2006; Tronchere et al., 2003; Tronchere et al. A200es autres membres de la famille présentent
etonnamment une mutation dans le motif consensospplatase qui les rend inactifs (Robinson and
Dixon, 2006). Malgré l'identification de leurs sutads, la régulation de leur activité de méme que
leur localisation et leur réle exact dans les fmms cellulaires n’est que trés peu documenté.
Cependant plusieurs études réalisées sur les feeti@.elegans ont proposé un réle de régulateurs

négatifs du trafic endocytaire pour cette famill&@N (Parrish et al., 2004; Xue et al., 2003).

Pathologies associée

Diverses MTMs ont des roles importants et non medats, illustré par le fait que chaque
mutation résulte en une pathologie différente. iegations dans MTM1 sont responsables de la
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myopathie myotubulaire, qui peut d’ailleurs étrprogluite avec des souris déplétées en MTM1, qui
sont ainsi incapable de maintenir des myotubes nes(iduj-Bello et al., 2002).

MTMR2 et MTMR13 sont mutés dans deux formes dediadie deCharcot-Marie-Tooth (McCrea
and De Camill, 2009)(CM) respectivement CMT4B1 et CMT4B2, une neuropathie
dégénérescente atteignant la gaine de myeélinen®@at al., 2000; Senderek et al., 2003). Les
souris déplétées en MTMR2 ont un défaut au nivessighines de myélines, mais également un
défaut dans la spermatogénése et une azoosp@uoliro et al., 2004). Il est intéressant de noter
que MTMR13 est une MTM inactive qui pourrait agirtant que régulateur de MTMR2.

Dans les cas des MTMs, la aussi des pathologiegymesal associées a des mutations sur des

enzymes de la voie de biosynthese des phosphodessgont identifiées.

Les phosphoinositides 4-phosphatases

Seulement deux types de phosphoinositides phos@satant été identifiées chez les
mammiféres :
les PtdIns(3,4)P4-phosphatases (Type | et I1)

- les Ptdins(4,5)P4-phosphatases (Type | et )
Aucune PtdIns(3,4,5¥%-phosphatase n’a été identifiée a ce jour. Dewpyrmes Ptdins(4,5)P4-
phosphatasesnt été identifiéeshez les eucaryotes (Ungewickell et al., 2005). @=aiéres sont
des orthologues de la protéine bactérienne IpgDegtiiaussi une Ptdins(4,3)B-phosphatases
provenant dé&higella flexneriCette enzyme bactérienne IpgD est d’ailleurs geel’outil le plus
utilisé et le mieux caractérisé pour produire diif®5P dans les cellules eucaryotes (Niebuhr et al.
2002).

Les Ptdins(3,4)R 4-phosphatases

Cette famille est composée de deux isoformes, typetype Il partageant le méme site
catalytique CXR que les phosphatases précédentes (Norris @098I; Norris et al., 1995).
Il existe des variants issus d'un épissage altérmpti contiennent un domaine C-terminal
hydrophobe pour les deux types, on a donc desltgbdl a et 3 (Norris et al., 1997). Diverses
études suggerent que ces phosphatases peuventavoéie important dans la régulation cellulaire
(Nystuen et al., 2001; Vyas et al., 2000). Une étad)’ailleurs démontré que la 4-phosphatase de
type la pouvait moduler le signal de la PI3K daes éndosomes et au niveau de la membrane

plasmique (lvetac et al., 2005). Ces enzymes sami#guler le taux de PtdIns(3,4)&n réponse a

54



des facteurs de croissance. Leur localisation estiaeau des membranes endosomales et leur

fonction serait de produire du PtdIns3P nécessainecrutement de diverses protéines.

IpgD, le prototype bactérien de la Ptdins(4,5)P4-phosphatase

Il été recemment mis en évidence que certainsogaties bactériens pouvaient affecter le
pool de phosphoinositide des cellules hétes erctame leur propre phosphatase. Par exemple,
Shigella flexneriresponsable du bacille dysentérique, va utilisemode de sécrétion de type llI
pour injecter ses facteurs de virulence a l'intérige la cellule hétéCossart and Sansonetti, 2004).
Parmi ces facteurs de virulence, il y a IpgD quiéti@ injectée au cours du processus infectieux.
IpgD dégrade les Ptdins(4,%)Bt provoque une production massive en PtdIns5Porjupu étre
dosée au cours de l'invasion du pathogene (Niebtlat., 2002). La séquence d’lpgD possede le
méme motif CXR que les 4-phosphatases eucaryotes, il a été éngué la substitution du résidu
cystéine en sérine (C438S) conduit a une prot@&aetive, comme classiquement observé pour ces
familles de phosphatases (Niebuhr et al., 2002ridl@t al., 1997). Ainsi cette 4-phosphatase
bactérienne est devenu I'outil principal pour augtaeele taux de PtdIns5P de maniére ectopique a
I'intérieur de cellules de mammiferes. Aucune étuda fait mention de Ptdins(4,5)P4-
phosphatases eucaryote avant 2005 (Ungewickdll, 2085). IpgD a d’ailleurs été dans cette étude

comme séquence controle.

Les Ptdins(4,5)R 4-phosphatases eucaryotes

Les Ptdins(4,5)R 4-phosphatases eucaryote de type | et Il sont aethologues de la
protéine bactérienne IpgD, et ont été identifiélaurase du motif conservé X (Ungewickell et
al., 2005). A part pour ce site actif pour l'activiphosphatase, il N’y a pas de similarités
importantes entre ces phosphatases et Ihgbitro les Ptdins(4,5)R 4-phosphatases eucaryote de
type | et 1l sont capables de convertir le PtdIf$)& en Ptdins5P.
Les taux de Ptdins(4,5)Peuvent ainsi étre réduit de 20% dans des ligsidses inductibles en 4-
phosphatase de type | (Ungewickell et al., 20085 Heux enzymes sont localisés au niveau des
compartiments des endosomes tardifs et des menshigsusomales. |l reste cependant a confirmer
que l'effet observé sur le pool de PtdIns(4.5)Pvitro se retrouvén vivo.
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Ehzymes Substrat (s) Localisatioh Pathologie (s)
Associee(s)

3-phosphatases

PTEN1/2 PtdIns(3.4)P,, MP,GN cancer
PidIns(3.4.5)P;
MTM1 Ptdns3P, C,PM? rayopathie
Ptdins(3.5)P,
MTMR1,.23 4,67 PtdIns3P, C,PM? maladie de Charcot-Marie Tooth
PtdIns(3.5)P,

4-phosphatascs
Type LI/ Ptdins(3.4)P; Ptdns(3.4)P, - -

phosphatase
Type LI Ptdins{4,5)F,
phosphatase PtdIns(4.5)P, ETLYN
{IpgD homologue -
‘bactérien)
5-phosphatases
B OCRL PtdIns(4.5)P, TGN/ELY syndrome occulo-cérébral de
Lowe
SKIP {Homologuc INP54 PtdIns(4.5)P, REMP -
Type I = chez la levure)
INPP5BAypeIl 5- PrdIns(4.5)P, G syndrome occulo-cérébral de
phosphatase PtdIns(3.4,5)F; Lowe ?
B SHIP-1/INPP5D PtdIns(3 4,5)P, MPN leucémies myélotdes
Typelll — _
SHIP-2/INPP5L1 Pidins(3 4,5)P, MPN diabéte de type II
INPPSE/72 kDa 5- PtdIns(3.4.5)P, G -
TypelvV phosphatase PtdIns(4,5)P,

Fig.13. Phosphatases hmmaines du métabolisme des phesphoinositides, substrat préférenticl,
localisation et pathologie engendrée(s) en cas de dysfonctionnement. MP: Membrane Plasmique;
G: Golgi; E: Endosomes; TGN: Trans-Golgi Network, LY: Lysosomes; ET: Endosomes Tardifs;
N: Noyau; C,Cytosol.

Les phosphoinositides 5-Phosphatases

Les phosphoinositides 5-phosphatases (INPP5s)d&dinies par la présence d’'un domaine
inositol 5-phosphatase (5-Ptase) qui contient dewotifs consensus (F/)\WXGDXN(F/Y)R et
(R/IK)X(R/N)XP(S/A)(WIY)(C/T)DR(I/V)L(W/Y) , qui vort étre critique pour la fixation au
substrat et la catalyse. Il y a 4 classes d'INPRgges | a IV. Cependant seules les classesW a |

sont capables d’hydrolyser des substrats phospsitiohes.

56



- La Type I, la premiére découverte, va agir suiriegl,4,5)B et Ins(1,3,4,5)R

- Les enzymes de types Il incluent Bgaptojanins, OCRL1, INPP5B et INPP5J
et SKIP.

- Les types lll comprennent SHIP-1 et SHIP-2

- Laseule enzyme de Type IV est INPP5E

Je me focaliserais ici essentiellement sur lesmezySHIP-1 et SHIP-2 qui sont les seules ayant un

rle décrit dans le systeme immunitaire.

SHIP-1 et SHIP-2: SH2-containing inositol polyphospate 5-phosphatase

Classification

SHIP-1 (aussi appelée INPP5D) est une protéiriet8kDa dont I'expression est largement
confinée aux cellules hématopoiétiques, tandisSHdHE-2 (aussi appelée INPP5L1) est exprimée
de maniere plus ubiquitaire. Des mécanismes dégesslternatif du transcrit codant pour la
protéine entiere SHIP-1 (SHIRxLvont permettre la création de 3 isoformes plu#tgeSHIP-3,
SHIP-15 et s-SHIP-1 (Lucas and Rohrschneider, 1999; &l.e2001).

Comme leur nom l'indique, les isoformes de SHIP:ISEIP-2 contiennent un domaine SH2 en
partie amino-terminale, une région proline-riche partie C-terminale mais aussi deux motifs
NPXY qui pourront étre phosphorylé pour accueitles partenaires a domaine PTB (Phospho
Tyrosine Binding domain) ou SH2. L'ensemble de casactéristiques structurales facilitant leur
liaison a de nombreuses kinases, protéines adaptatet récepteur membranaires (notamment
motifs ITIM et ITAM). L'enzyme prototype SHIPeél a été identifiée de par sa capacité a se lier a
des protéines adaptatrices telles que SHC, Grb-BDad, mais aussi aux immunorécepteurs
FCYRIIB (Liu et al., 1994). Malgré les domaines 5-phluatases des différentes SHIP-1 et SHIP-2
tres similaires (65% d’identité de séquence),deformes SHIP-1 vont hydrolyser les phosphate en
position D5 des PtdIns(3,4,%Rnd Ins(1,3,4,5)Ptandis que SHIP-2 sera plus spécifique des
Ptdins(3,4,5)R (Wisniewski et al., 1999). Une fois recrutées areau des membranes plasmiques
par les complexes de signalisation, son activitgyertigue va dégrader le Ptdins(3,45H¢P
empécher le recrutement au niveau de la membrasenjue de protéines effectrices a domaine

PH, qui permettra de contrebalancer I'effet delBKRRohrschneider et al., 2000).
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Réle de SHIP dans le lymphocyte T

L'ensemble des domaines d’association protéiqeeSHIP-1 et 2 suggére gu’elles jouent
également un rble d’adaptateur ou de compétitems dassemblage de certains complexes
multienzymatiques de la signalisation. Beaucoupddanées indiquent un rble de régulateur
essentiel de SHIP dans la cellule T. Par exempiiéh? ®st tyrosine phosphorylé en réponse a une
stimulation TCR ou CD28 (Edmunds et al., 1999). Pkis, I'expression d'un mutant
constitutivement actif de SHIP dans la lignée Tcéuique Jurkat va réguler les taux constitutifs de
Ptdins(3,4,5)R (Freeburn et al., 2002). SHIP interagit égalenaaeic les PTK de la famille Tec et
inhibe ses fonctions dans le lymphocyte T (Tomlinsb al., 2004) SHIP-1 participe également au
signal négatif de la réponse TCR par la formatimm @aomplexe multimoléculaire composé de la
molécule adaptatrice Dok-2, de la phosphataseidipa@dSHIP-1 et de la protéine membranaire LAT
(Dong et al., 2006).

Les souris déplétées en SHIP-1 ont initialement wtiésées pour explorer leur role dans la
régulation du développement et de I'activation rojd# et lymphoide. Ces souris SHIP-dtaient
viables et fertiles mais avec un raccourcissemenadie (Helgason et al., 1998). La déficience en
SHIP-1 dans les souris ont conduit & un nombre iphp®rtant de granulocytes, macrophages, une
splénomégalie progressive et une infiltration migdodes poumons, conduisant a leur mort
(Helgason et al., 1998). De maniéere importantajisague les macrophages, cellules B, cellules NK
issus de ces souris présentaient des déficiennetdonelles (Brauweiler et al., 2001; Nakamura et
al., 2002; Wahle et al., 2007), I'impact de la @éipin SHIP-1 sur la biologie des cellules T a tout
d’abord semblé peu important (Helgason et al., 1888Bet al., 1998).

Des analyses plus poussées sur ces souris ontdegpgrermis de démontrer que les lymphocytes
T périphériques étaient constitutivement actifsg aagmentation du nombre de lymphocyig T
CD4+CD25+ a également été observé, suggérant um irbportant pour SHIP-1 dans le
développement desf (Kashiwada et al., 2006). Récemment, un paradigmkl@natique de
limmunité liée au lymphocyte T a été révise, efeifil était communément admis qu’en fonction
de la réponse immunitaire cellulaire pro-inflamni@an sous-type T CD4+ Thl apparaissait, ou si
une réponse immunitaire humorale anti-inflammatoiran sous type CD4+ Th2 apparait.
Dernierement, il a été proposé une troisieme ligteeellules Th produisant de I'lL-17, permettant
la production de cellules Th17 et d'un sous-typeTdg qui pouvaient réguler négativement la

réponse immunitaire (Steinman, 2007). Il a été méotres récemment que SHIP était essentiel au
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développement de ces cellules Th17 et jouait um edkentiel dans la régulation des, & de ces
cellules Th17 (Locke et al., 2009).

Enfin, afin de mieux comprendre I'effet de la d@lgtde SHIP-1 sur le compartiments cellulaire T,
des souris possédant la délétionstig-1 uniguement dans les lymphocytes T ont été rédliss.
souris ne présentent aucune anomalie du développehyenique. La signalisation TCR induite, ne
présente d'ailleurs aucune altération, et il n'yaacune différence dans le nombre dg, €n
périphérie comparée a une souris normale. Cepenl@gantellules T issus de ces souris montrent
une expression réduite des niveau de cytokined pfotelles que I'lL-4,IL-5 et I'lL-13, tandis que
ces cellules semblent plus sensibles a la cytgbineThl INFy . D’ailleurs ces souris présentent
également une augmentation du nombre de lymphdc@®8+ cytotoxiques qui sont également
plus actifs. Ainsi, I'expression normale de SHIBemble s’opposer au développement du sous type
Th1l et favoriser le développement de cellules Tirgzgsenko et al., 2007).

L’ensemble de ces données permettant de souligmgoktance de SHIP-1 dans la génération des

sous types lymphocytaires et la régulation dgg T

Pathologies associées

Une mutation somatique du géne humain SHIP1 eegtirté dans des leucémies myéloides
(AML) et dans des leucémies lymphoblastiques ai@uieC) (Luo et al., 2003b). De plus,
'oncogene Bcr-Abl responsable des leucémies mgétichroniques (LMC) régule de maniere
négative I'expression de SHIP-1 (Sattler et al999 Quant a SHIP-2 elle apparait impliquée en
tant que régulateur négateur négatif des voiesgmalgsation induites par l'insuline en inhibant la
translocation dépendant du Ptdins(3,4;5B transporteur du glucose GLUT4, vers la membrane
plasmique (Kohn et al., 1996). Elle est aussi impe dans la dégradation du Ptdins(3,4,8)P
aval du récepteur a 'EGF et dans les problématigles diabetes et/ou d’'obésité (Clement et al.,
2001; Sleeman et al., 2005).

Conclusions II.A

Il ressort de cette étude non-exhaustive des digenshosphoinositides kinases et
phosphatase que le métabolisme des phosphoinagsitistetres finement régulé par un nombre
toujours croissant d’enzymes. Le grand nombre dadies qui ont été identifié suite a des atteintes

de ces divers enzymes de cette voie métaboliquigsent I'importance de la régulation des
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phosphoinositides dans la cellule et plus génémerdans la physiologie de I'organisme. Jai
voulu étre le plus complet possible sur ces enzyoassi PI3K, SHIP et PTEN qui sont sujets a de
nombreuses recherches, il est plus rare de cimutréd's lipide kinases/phosphatases dans les

mécanismes de signalisation associes aux cellulsgstéme immunitaire.

Pourtant, I'étude approfondie de ces derniers, npenet de nous rendre compte de leur
importance, laissant présager par la méme un Btedains phosphoinositides plus rares en dehors
de ceux couramment étudiés, Ptdins(3,4,8FPtdIns(4,5)F Il me parait ainsi essentiel de décrire

des acteurs moins connus de cette voie de biosathee sont les autres variétés de Pls.
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Role fonctionnel des phosphoinositides et localisah subcellulaires

Au cours de ces 10 dernieres années, le role desppbinositides n’a cesseé de croitre dans
de nombreux processus cellulaires. Ces lipides comtrler la biologie des organelles en régulant
le trafic vésiculaire, peuvent réguler des canaumques et transporteurs, mais aussi les processus
d’endocytose et d’exocytose. Ces phosphoinosiitdas se localiser dans des compartiments précis
des membranes cellulaires pour recruter de marspadio-temporelle les protéines possédant
domaine d’interaction spécifique du phosphoinositi@es domaines d’interactions représenteront
autant d’outils pour permettre leur localisationbaeilulaire. Nous allons voir les différents
membres des Pls plus en détail. On peut classePlseselon trois critéres distincts suivant la

chronologie de leur découverte:

- Les PIs participant a la voie classique permettangénération des seconds
messagers DAG et §Pa savoir le PtdIins4P et le Ptdins4.5)P

- Les D3 phosphoinositides

- Le Ptdins5P

Domaine de reconnaissance des phosphoinositides

Comme suggérés précédemment les phosphoinositiolels des régulateurs spatiaux-
temporels pour une large gamme de protéines. @&gidation est rendue possible grace a leur
interaction avec des domaines protéiques capablescdnnaitre directement et spécifiguement les
différents phosphoinositides. Par interaction ades phosphoinositides, ces domaines recrutent les
protéines dans des compartiments cellulaires spées ou, par interaction protéique ou par
modulation de leur activité enzymatique, elles mabvintervenir dans diverses réponses
physiologiques telles que la transduction de signkuréarrangement du cytosquelette et le trafic
membranaire. Le nombre de domaines connus pouragiteavec des phosphoinositides a
fortement augmenté ces derniéres années. On retrentve autres les domaines PH (Pleckstrin
Homology), FYVE, PX (Phox Homology), ENTH, FERM, Oy, C2 et PHD. Je me focaliserais

uniquement ici, sur les domaines PH, qui ont &ié plécisément I'objet de notre étude.
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Les domaines PH

Le domaine PH (Pleckstrin Homology) fut initialenhemécouvert dans la pleckstrine,
protéine substrat de la protéine kinase C abondatnexprimée dans les plaquettes (Harlan et al.,
1994) (Fig.14). On retrouve ce domaine dans plu2%@ protéines humaines, telles que des
protéines adaptatrices (IRS1, Gab-1, Doks...), deases (PKB, PDK1...), des phospholipases
(PLCS ety, PLD), des protéines régulatrices de petites pre$eG (Vav, ARNO, SOS...), des
protéines du cytosquelette (Dynamin, Cytohésing)r(inon, 2003, 2008; Lemmon and Ferguson,
2000; Rebecchi and Scarlata, 1998).

B-spectrin
! PHdomain

Ptdins(4,5)P,

Fig 14_Représentation hypothétique de 1a fixation du domaine PH de 1a B-spectrin au PtdIns(4,5)P,.
La structure en cristallographie de la liaison du domaine PH de la B-spectrin avec 1'InsP, a été
abtenue. Par la suile le squelette de glyoérol ainsi que les chaines d’acide gras ont &€ ajoulé
artificiellement a I’1P, pour générer une vision hypothétique du Ptdins(4,5)P,. Ce demier est inséré
dans un modéle de bicouche lipidique dimyristoylphosphatidylcholine. Les coudes p du domaine PH
sont représentés en vert, tandis que 1’hélice o est représentée en blen

Lemmon MA, Ferguson KM, Abrams CS
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Les domaines PH sont composés de 100 a 120 acudie®sa lls présentent tous une
structure commune, malgré le peu d’identité de sggg entre les différents domaines. Le domaine
PH présente une structure en « sandwich » complesdeux feuillet$ orthogonaux antiparalléles
composés respectivement de trois et quatre bribkie hélicea C-terminale ferme une des
extrémités du sandwich, tandis que l'autre extréragt fermée par trois boucles de séquence tres
variable, parmi les différents domaines PH, quistibment le site de liaison aux phosphoinositides
(Fig. 14). Ces deux régions sont responsables fietéapolarisation électrostatique du domaine ; la
région comprenant les trois boucles variables egobn lysines, arginines et histidines, est chargée
positivement tandis que la région comprenant I4&adi, riche en acides aminés acides, est chargée
négativement. Le phosphoinositide interagit aveteq@che et I'interaction se fait par formation de
liaisons ioniques entre les résidus basiques chapgsitivement des boucles variables et les
groupements phosphates chargés négativement desphalimositides(Dowler et al., 2000;
Lemmon, 2003, 2008; Lemmon and Ferguson, 2000; Ranal., 1997a) (Fig.14). A noter que le

méme type de conformation est retrouvé dans lesaohas PTB.

Les domaines PH lient les phosphoinositides avee affinité et une spécificité
d’interaction variable dépendant principalementlaldongueur et de la séquence des boucles
variables. La majorité des domaines PH ne présantune faible affinité avec les
phosphoinositides (Pleckstrin, Dynaminl, IRS1...).Het, seulement 10% des domaines PH (et
pourtant les plus étudiés des domaines de liaisang phosphoinositides) lient les
phosphoinositides avec une forte affinité et urende spécificité. (Dowler et al., 2000; Lemmon,
2003, 2008; Lemmon and Ferguson, 2000; Rameh etl@®7a) C'est par exemple le cas du
domaine de la PL&qui lie le Ptdins(4,5)Kavran et al., 1998) ou du domaine PH de GRP-1 qui
lie le Ptdins(3,4,5)F C’est d’ailleurs dans le cas d'une forte affinjiée le domaine d’intérét sera
utilisé in cellulo pour le marquage de ces phosphoinositides. Eauiomaine vont reconnaitre
spécifiguement les produits de la PI13-kinase taks ceux des protéines AKT (Franke et al., 1997)
et PDK1 (Stephens et al., 1998) qui lient spécédimant les Ptdins(3,4)et PtdIns(3,4,5)P

Enfin, il a largement été suggéré que quelques owwaPH pourraient se lier a des
protéinesin vitro, mais la relevanci vivo de telles interactions n'a été établie que damsqmes
exemples concernant les sous unfi¢sles protéines G hétérotrimériques (Lemmon andusery
2000; Rebecchi and Scarlata, 1998). Comme suggédaémssdes analyses des PH domaines chez la
levure, entre 25 et 33% des PH domaines pourré&eatrecrutés a la membrane par la liaison
conjuguée au phosphoinositide et a une petite ip@t@& (ou une autre protéine) (Yu et al., 2004).
Récemment il a été fait état de la liaison de dparies de domaine PH provenant de deux
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protéines différentes PyCet le canal ionique TRPC3, recréant un domainél<4ilke ». Par des
analyses de séquences et des étudesro, il a été suggéré ce nouveau mode de protéinéipeot
interaction avec deux fragments de domaines PHpaouiiraient ainsi former un nouveau domaine
PH intermoléculaire pour la liaison avec le PtdnS)R. Cette association intermoléculaire serait
requise pour la localisation et la fonction du damaique (van Rossum et al., 2005) (Fig.15). Cette
derniere suggestion pourrait donner des indicestguda fonction de la plupart des domaines PH

n'ayant pas de spécificité dans la reconnaissamc@laosphoinositides.

PLC-y,

Q@ EEHE S 4) T
PH, / PHc
PH domain complementation ?
;§v ‘,//
TRPC3 N PLC-y,

_

f
/ ; Ptdins(4,5)P, extracellular
/ |
S6

Tnpca/ transmembrane

—
NH,+E§ K[ANK —{ANK] ope B

N4

PH\(?)

Fig 15. Représentation schématique de la complémentation entre les deux “fragments™ de domaine
PH de 1a PL.C-y1 et TRPC3.

I’association des deux hémi-PH penmettrait 1’interaction des deux protéines. Cette association
pennetirait également la reconstitution d’'un domaine PH totalement fonctionnel permettant la
liaison au PtdIns(4,5)P,.

Lemmon MA.

{Cell ,2005)

Van RossumDB, Patterson RL,, Sharma S,
Bamow RK, Komberg M, Gill DL, Snyder SH.
{Nature, 2005)
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Les phosphoinositides de la voie classique DAGHP

Le Ptdins4P

Le PtdIins4P est I'un des plus abondant des phaspsitdes avec le Ptdins(4,%)RAl a
longtemps été considéré comme un intermédiaire kdapoduction de Ptdins(4,5RCe lipide est
distribué dans I'ensemble des membranes des otgardg la cellule, mais est retrouvé en plus
forte abondance au niveau de I'appareil de Golgiaticulierement au niveau du réseau trans-
golgien (TGN). Comme cité précédemment, 'enzyme synthétise le Ptdins4P au niveau du
Golgi, est la P14Kl&. De maniere générale, chez les mammiferes, lei@stgiche en PtdIins4P et
pauvre en Ptdins(4,5)Ptandis que ce rapport est inversé au niveau delabrane plasmique (De
Matteis and Godi, 20044, b).

Apres sa production, le PtdIins4P va étre reconnlagarotéine AP-1 et va ainsi participer a
la formation des vésicules recouvertes de claguiGN (Wang et al., 2003b). Lorsque le taux de
Ptdins4P est réduit au niveau du Golgi grace alisation d’ARN interférant de la PI4Kdi, le
Golgi tend a croitre anormalement, I'associationrcdmplexe AP-1 avec le Golgi étant bloquée et
les fonctions dues a AP-1 sont alors inhibées (Wetngl., 2003b). Ainsi, le Ptdins4P apparait
comme une molécule d’ancrage de protéines au nideaGolgi, pour des protéines telles que
FAPP1 et 2 (four-phosphatase-adaptor protein)n&eu OSBP (oxystérol binding protein) (Hirst
et al., 2003; Levine and Munro, 2002; Wang et2403b).

Diverses études suggerent, une activation de ldIf34au niveau des membranes plasmiques suite
a une activation du TCR par un anticorps CD3 (Rattisaand Subrahmanyam, 1998; Inokuchi and
Imboden, 1990). Enfin, il ne serait pas étonnam cgl lipide soit une cible de choix pour entraver
la progression de l'infection virale, étant donngé da plupart des virus bourgeonnent a partir du
Golgi pour s’isoler dans le cytosol. En bloguard fenctions du Golgi, la progression du virus
pourrait étre stoppée comme il I'a été observé tkanas particulier du virus HCV, la régulation du
taux de PtdIns4P pourrait donc étre une cible @éxgbour ralentir la progression virale (Berger et
al., 2009; Trotard et al., 2009; Vaillancourt et 2D09).

Le Ptdins(4,5)P

Le PtdIns(4,5)P est considéré comme un des régulateurs clé de reosd¥s voies de
signalisation (McLaughlin and Murray, 2005; Oudeahfenk et al., 2004). Trois voies différentes

65



menent a la synthése du Ptdins(4,5)R voie majoritaire consiste en la phosphorylat@ar une
PtdIins4P 5-kinase du PtdinsdiBhihara et al., 1996; Ishihara et al., 1998; ¢ég§ and Anderson,
1996) qui est en grande quantité dans les membranedabeds) la deuxieme voie implique la
phosphorylation par une PtdIns5P 4-kinase du Pa#ingoronenkov and Anderson, 1995;
Castellino et al., 1997; Divecha et al., 1995; lathal., 1998; Rameh et al., 199¢&b)a troisieme
voie correspond a la déphosphorylation du PtdIAggE: par PTEN. Outre son role essentiel de
précurseur de trois messagers secondaires dif(égmt DAG, IP3 et le PtdIins(3,4,%)P le
Ptdins(4,5)R participe, par interaction avec des protéines gtosguelette, a de nombreux
événements qui se déroulent a la membrane plasndququi impliquent la membrane. Des
exemples bien caractérisés ciblent notamment depasants de la machinerie d’endocytose tels
que AP2, AP180 et I'epsine (Ford et al., 2001; lebkal., 2001) ce qui facilite leur recrutement a
des sites potentiels d’endocytose. Un autre exempl@veau de la réorganisation du cytosquelette
d’actine, avec des liaisons a des protéines tglieda profiline et la gelsoline, qui sont des medu
d’assemblage de I'actine (Hilpela et al., 2004; &nd Janmey, 2003). Dans le cadre du remodelage
du cytosquelette d’actine, la cible de la 4-phosgpde bactériennes IpgD (Niebuhr et al., 2002)
favorise I'entrée du pathogene dans la cellule .hDigers réles ont aussi été suggeérés dans la
motilité et 'adhérence cellulaires ainsi que lggreements qui participent au trafic vésiculairs tel
gue I'endocytose, I'exocytose, la phagocytose stkaétion (McLaughlin and Murray, 2005; Oude
Weernink et al., 2004).

Dans le systeme lymphocytaire T, une augmentahiotaux intracellulaire de Ptdins(4,%)P
a été observé suite a la stimulation du complex® Tar des anticorps CD3 sur la lignée T
Jurkat(Inokuchi and Imboden, 1990). Ce phosphodimesjouerait également un réle prépondérant
dans la réorganisation du cytosquelette duranbmeact cellule T-APC, cependant il n’y a a ce jour
qgue peu d’études qui s'intéressent directementtdin$f{4,5)B dans le lymphocyte T. Une étude
récente, fait état d’'une accumulation de PtdIn$®4,8u niveau de la synapse immunologique, mais
plutét dans la cellule présentatrice d’antigenaaet pas dans la cellule T (Fooksman et al., 2009).
La CPA doit également subir des réorganisationsydosquelette et également des inductions de

signaux d’activation.
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Les D3 phosphoinositides

Le Ptdins3P

Le ptdins3P est produit par la PI3K de classequi comprend la sous-unité catalytique
Vps34. Le PtdIns3P est largement présent au nidesumembranes endosomales, des corps
multivésiculaires (MVBs) et des phagosomes (Kusate¢, 2006). Les premieres protéines
identifiées liant le Ptdins3P sonalilp, YOPB, \ps27p et EA1 donnant leur nom a ce domaine
d’interaction, FYVE. Plus de 30 protéines a domd&i&/E ont été identifiées chez 'lhomme, et la
plupart ont un role régulateur dans le trafic desnbranes endocytaires. Ces protéines sont ainsi
recrutées au niveau des membranes endosomalems,ssi le Ptdins3P sera un véritable point
d’ancrage endosomal. Deux protéines contenantoumathe FYVE sont tres importantes pour la
régulation endosomale, EEA1 et Hrs (Gillooly et aD00). EEAL est un effecteur de la GTPase
Rab5 et va promouvoir la fusion vésiculaire avedde des protéines SNARE pour permettre la
formation des endosomes précoces (Lawe et al.,)2080dis que Hrs va interagir avec la clathrine
et les molécules STAM-1 et STAM-2 (signal transdgcadaptor molecule) pour la formation de
vésicules MVBs (Bilodeau et al., 2002). Au niveaas d&ecndosomes précoces dans les cellules de
mammiféres se produit un processus d'invaginateola anembrane de I'organelle vers l'intérieur de
ces compartiments, générant la formation de vésscumternes a I'endosome appelé "corps

multivésiculaires" (MVBS).

Dans le lymphocyte T, il n’a pas été fait menticundréle du Ptdins3P dans la signalisation.
En tout état de cause, le PtdIns3P est le seulli®3pghoinositide a ne pas augmenter, suite a une
stimulation du TCR ou du récepteur a I'lL-2. (Jiraeret al., 1998 ; Jones et al., 1999a; Ward et al.,
1992).

Le PtdIns(3,4)P

Le Ptdins(3,4)P comme on l'a vu précédemment, est produit en grgmartie par la
déphosphorylation du Ptdins(3,4,5)Par la phosphatase SHIP. Plusieurs protéines awvec
domaine PH peuvent se lier aux deux phosphoinesitiitdins(3,4,5)et Ptdins(3,4)P comme
PDK1 (Currie et al., 1999; Stephens et al., 199BAKT (James et al., 1996). Cependant, il a été
montré que le domaine PH des protéines TAPP-1 é®PFA (Tandem PH domain-containing
protein 1 and 2) lie préférentiellement le Ptding)B, ce qui suggere que ce phosphoinositide peut
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avoir une signalisation qui lui est propre (Thoregaal., 2001). Il a été suggéré que le Ptdins(3,4)P
pouvait fonctionner comme un second messager, eartaux sont tres bas dans des cellules
quiescentes, mais relativement élevés apres dotivde la PI3K (Gray et al., 2003; Stephens et al.,
2002; Vanhaesebroeck et al., 2001). De plus danrtgice systemes cellulaires, comme la voie de
signalisation des intégrines dans les plaquetesPtiins(3,4)P peut étre généré de maniere
indépendante par rapport au Ptdins(3,4,5)Rr la phosphorylation du Ptdins3P par une Pl4K
(Banfic et al., 1998). Dans le lymphocyte T, il yuae augmentation de 40 a 60 % des taux de
Ptdins(3,4,5)P et Ptdins(3,4)Psuite a une stimulation de la voie de I'lL-2 par agoniste mais
également sous une stimulation CD3/TCR (Jimene#. 1998 ; Jones et al., 1999a; Ward et al.,
1992).

Le PtdIns(3,5)P

Initialement isolé chez la levure et dans desofitastes de mammiféres, le Ptdins(3;5)P
résulte de la phosphorylation en position D5 duriR(@)P par une PI5-kinase appelée Fab-1 chez
la levure et PIKfyve chez les mammifer@icEwen et al., 1999; Shisheva, 2008). Une
augmentation de PtdIns(3,3)® été observé due a divers stress tels que les dsmotiques chez
la levure ou les rayons ultraviolets (UV) et lediaions chez les mammiféres (Dove et al., 1997,
Jones et al.,, 1999a). Ces données suggérent gplosphoinositide agit comme un messager
secondaire impligué dans le stress cellulaire indai ces stimuli. De plus, une mutation dans la
protéine Fab-1, qui est l'unique kinase produisgmtPtdins(3,5)Pchez la levure, provoque un
agrandissement anormal des vacuoles intracytoptpssisuggérant également un réle de ce PtdIns
dans le trafic vésiculaire (Yamamoto et al., 199B3js aussi dans le recyclage des protéines des
corps vésiculaires et des vésicules des compartimecuolaires ou lysosomaux (Odorizzi et al.,
2000). Enfin, il a été montré une production deli(B,5)R suite & une stimulation de la voie de
I'IL-2 par un agoniste ou une stimulation CD3/TGRRgci dans les lymphocytes T (Jimenez et al.,
1998 ; Jones et al.,, 1999a; Ward et al., 1992)pdiit ainsi étre envisagé un rdle de ce
phosphoinositide en réponse a I'lL-2 et/ou sousdaalisation du TCR.

PtdIns(3,4,5)R

Le PtdIns(3,4,5)p est virtuellement indétectable dans les cellulegesgentes et sera
seulement produit de maniere transitoire au nivdas membranes plasmiques des cellules

stimulées par la PI3K IA. Le Ptdins(3,4,5N& agir en tant gu'important second messager dans
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nombreux processus cellulaires tels que la pralifén cellulaire, I'apoptose, le métabolisme, la
motilité cellulaire et la réponse immunitaire (Aayt 2002; Engelman et al., 2006). En accord avec
ces fonctions pleiotropiques, la nature des pregigui vont se lier spécifiquement au
Ptdins(3,4,5)P est variée, incluant des kinases (AKT, PDK-1,PKC des molécules adaptatrices
(Gabl,...), mais aussi des GAPs et des GEFs (Vav,GypCes protéines vont étre recruté par
'intermédiaire de leur domaine PH. Il a été égaammontré que le Ptdins(3,4,5)Rouvait
également interagir avec des séquences protéi@sguies et hydrophobes qui sont retrouvés sur
certaines protéines comme la neurogranine, la neaotaline ou la centauring(Lu and Chen,
1997). Des séquences similaires ont été retrousgeses protéines RhoA et Racl, ce qui leur
permettrait de lier le Ptdins(3,4,%)Pet augmenter la dissociation avec le GIDPvitro. Ceci
pourrait expliquer le role de ce lipide dans I'argation du cytosquelette d’actine (Missy et al.,
1998). Enfin, de maniére plus étonnante, les doesaH2 de SRC, PlyGet p85 pourraient eux
aussi interagir avec le PtdIns(3,4 5P vitro, ceci avec une faible affinité, les auteurs owippsé
gue le phosphoinositide pourrait entrer en compétiivec la liaison aux phosphotyrosines (Rameh
and Cantley, 1999).

L

Endosomes, corps multi- Irafic endocytaire, autophagie, maturation
vésiculaires (MVBs}) des phagosomes
PtdInzAP Golgi, Trans Golgi Network
{TGN} Membrane Trafic du golgi a la membrane plasmique
plasmique?
PidinsSP Survie, Apoptose induite par un stress? Trafic
Noyau, Endosomes ? vésiculaire ? Réorganisation du eytosquelette
Membrane plasmique? d"actine ?Régulation de Fexpression génique

et ubiquitinylation ? Rle dans I'oncogenése
{NPM-ALK) ?Rdle dans le lymphocyte T ?

PtdIns{(4.5)P, Mcmbranc Plasmique, Endocytosc, dynamiques du cytosquelcette,
Noyau, Golgi? précurseur IP; el DAG
PtdIns(3.4 P, Membrane Plasmique dynamiques du cytosquelette, signalisation
membranaire
Pudns(3,5)P, Endosomes, corps mulli- Réponse slress osmoligque, recyclage
vésiculaires protéique
{MVBs) lysosomes ?
Ptdns(3,4.5)% Dynamiques du cytosquelette, signalisation:
prolifération cellulaire, apoptose,
Membrane Plasmique métabolisme, motilité cellulaire, la réponse
immunitaire

Fig 16. Fonctions & localisation des phosphoinositides.
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Le PtdIns5P
Généralités

Le Ptdins5P est le dernier des phosphoinositideactg&risé (Rameh et al., 1997b). La
communauté scientifique a longtemps douté quargxastence de ce mono-Ptdins. En effet, les
analyses réalisées en HPLC (high pression liquidrahtography) jusqu’en 1997 ne détectait que
le PtdIns4P et le PtdIns3P. C’est donc en 1997I'§gaipe du Pr. Cantley a démontré I'existence
d’'une nouvelle voie de biosynthese du PtdIns(4,5& phosphorylation du Ptdins&Pvivo etin
vitro par la Ptdins5P -4kinase ou PIP5K II. Cette deede tardive, est due a la difficulté de
séparer le PtdIns5P de son isomére le Ptdins4Rusrgmsse quantité dans la cellule. De maniéere
étonnante, la découverte de ce nouvel mono-PtdissBne coincidence. En effet, le but primaire
de I'étude était de caractériser plus précisémantivité des enzymes PIPK de types | et Il qui
étaient soupconnées comme étant des PtdIns4P sBkines auteurs ont ainsi mis ces kinases en
présence de Ptdins4P commercial et d’ATP radionéafdd P-}*?P]). Comme attendu, ils ont
obtenu la synthése de Ptdins(4bp@ur les deux types enzymatiques. Par la sugegnt traité
leurs échantillons par la 5-phosphatase SHIP poiurle relargage de phosphate inorganique (P1)
radiomarqué. De maniére surprenante, ils ont d&telet Pl radiomarqué seulement dans
I’échantillon traité avec la PIP5K de type |, taqdjue pas ou peu de Pl radiomarqué fut retrouve
dans le second échantillon. Cette observationgiratit, que le Pl n’avait pas été relargué la PIP5K
Il générant ainsi dd’P-PtdIns4P. Ceci suggére que la PIP5K Il a phosfhda position D4 du
cycle inositol. Suite a diverses confirmationstedinase fut caractérisée comme une 4-kinase et
non 5-kinase comme attendu. Les auteurs explidugadement que cette découverte est di a une
contamination de I'échantillon commercial de Ptdlgar du PtdIins5P, procurant ainsi par hasard

le substrat préférentiel de la PIPK II.

Technique de détection du PtdIns5P : Dosage en mass

C’est d'ailleurs grace a cette étude, qu’il a éeénps de mettre en place une technique
sensible pour la détection de PtdIins5P (Morrid.e800) (qui a d’ailleurs été employée dans nos
études avec l'aide du laboratoire du Pr. Bernargrd®&e). En effet, I'utilisation de I'enzyme
PtdIins5P 4-kinase dl spécifique du PtdIns5P est utilisée en présendé&Ri’radiomarqué sur les
échantillons ; qui ont subi au préalable une etitraclipidique, suivi d’'une migration sur

chromatographie sur couche mince (CCM ou TLC) \tisaséparer les mono-PtdInsP des autres
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phosphoinositides. Il y aura ainsi production*8®tdins(4*,5)B. Suivra une seconde CCM pour
isoler spécifiguement [¥-Ptdins(4*,5)B qui sera ensuite soumis & une analyse HPLC. Catst
quantité de*-Ptdins(4*,5)B qui permettra de refléter trés précisément la tiggade Ptdins5P
initialement présente dans I'extrait cellulairecicétant possible grace a une gamme étalon de
Ptdins5P commercial ayant subit les mémes traitesnélette technique relativement lourde et
difficile a mettre en place permet de détecteraiblds quantités de PtdIns5P et ainsi d’apprécier
des variations minimes de taux de PtdIns5P darceledes stimulées.

Variation des taux de PtdIns5P dans divers modele=llulaires

Régulation cytosolique positive de PtdIns5P

Suite a la découverte du PtdIns5P, il a été aidtaté pour la premiére fois I'existence
d’'une production de PtdIns5iA vivo dans les fibroblastes NIH3T3 en phase exponesatidd
croissance. De maniére intéressante, ils ont réu@éfaible quantité de Ptdins5P comparables aux
taux de PtdIns3P déja connus (Rameh et al., 19%9ds).auteurs suggérant ainsi un réle de ce
PtdIns5P dans la génération du PtdIns(4,8Pniveau du cerveau, des plaquettes ou des gbul

rouges, ou s’exprime principalement 'enzyme PIRK |

Par la suite, dans les plaquettes, qu’il a été é&#tt pour la premiére fois, d'une
augmentation de PtdIns5P suite a une stimulatianlgpahrombine (Morris et al., 2000). La
cinétique de stimulation indique un pic de PtdIngd&facteur 4 par rapport au contréle) a 5 min de
stimulation pour redescendre a des taux basauxl@ensin. Puis, pour la premiere fois la présence
de PtdIns5P dans les plantes a été établie (Metjeml., 2001). D’ailleurs, suite a un stress
osmotique, ce taux va varier dans les mémes piioperét cinétiqgues que précédemment observés
chez les plaquettes. La méme observation seraphitetard sur des cellules de mammiferes, les
adipocytes 3T3-L1 (Shrissa et al., 2002) ou ddslesl musculaires L6 (Tronchere et al., 2004).

Peu apres ces observations, I'invasion de celldkda par le pathogér@higella flexneria permis

de mettre en évidence une augmentation de PtdI@&&E bactérie va injecter dans sa cellule hote,
son effecteur IpgD (Niebuhr et al., 2002). Ce geatiobservation n'exclu pas un réle du PtdIins5P
dans la régulation du cytosquelette, car I'expmssctopique d’lpgD a un effet important sur

I'organisation du cytosquelette d’actine, avec noteent la perte des fibres d’actine.
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Variation des taux de PtdIns5P cytosolique

Regulaciompasiive Régulationnesacive
-Cellules NIH3 T3 phase exponentielle de croissance -Choc hypo-osmotique cellules adipocytes
(Rameh et al.1997) 3T3-L1 ot Fibroblastes3T3-1.1
-Cellukes adipocytes 3T3-L1 surexpressionde PIKfyve (Sbossact al. 2002)
{Sbrissaet al 1999) —Cellules CHO-IR surexpression de PIPKTIR
Tlaqucttes stinmlation thrombing {Camburuct al. 2003}
( Morris et al 2000) -Hydrolyse in vitro par la FLIC51
-Présence de PtdInsSP smite 4 un stress osmotiquechez leg (Lin et al. 2003)
plantes Cellules Hela traitement histamine + EGF
(Meijer et al. 2001) (40%) (Roberts et al. 2005)

-Adipocytes 3T3-L1 stress osmotiquc
(Sbrissa et al. 2002)

~Cellules Hela, infection par Shigella flaxneri
{Nicbuhret al. 2002)

—Celtules CHO-IR stimmlation insuline
{Camicaburu ct al. 2003)(Tkonomaov 2004)
-Celhiles nmscnlaire 1.6 stress osmotique
{Tronchareet al. 20041)

-Ccllules Jurkat surexpression de MTM1
(Tronchereet al. 2004)

-Ccltulcs cxprimant NI'M-ALK

(Coranaset al_ 2008)

~Cellules Hela traitement pV

(Willcox ct al. 2008)

—Celtules Hhnt-78 stimulation TCR.
{Guittard ct al_ 2009)

Variation des taux de PidIns5P nucléaire

Repulationipositive Regulationinegative
-Phase (71 du cycle cellulaire d”erythrolencénue murine -Surexpressiondela surexpression de PIPKI1IQ 7
{Clarke et al. 2001) {Gozani ct al. 2003)

-Surexpression dela Ptdms(4,5)P, 4-Phosphatasede Type T
celtules Hela (Zou et al. 2005)

Fig.17. Résumé des variations de PtIns5P observées sous diverses stimulations, transfections et
modéles cellulaires.

Plus tard, une augmentation des taux de Ptdinstb@ééfécté suite a une stimulation par l'insuline,
dans des adipocytes ou des cellules CHO surexpriferrécepteur a insuline (CHO-IR)
(Carricaburu et al., 2003; Sbrissa et al., 2004dgérant ainsi un réle du PtdIns5P dans la voie de
I'insuline et le métabolisme du glucose.
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Récemment, une augmentation de Ptdins5P a étéedémms du processus de lymphomagenese
(Coronas et al., 2008). En effet, la présence aeitaportant de ce lipide a pu étre mesuré dans des
cellules exprimant la tyrosine kinase oncogéniquBeMNALK (NucleoPhosMin Anaplastic
Lymphoma Kinase). Cette protéine chimérique esivige dans une large majorité de lymphomes
anaplasiques a large cellules (ALCLS). Ces donrséggérent pour la premiére fois, un réle

potentiel de ce lipide dans le processus d’oncagge(ieig.17 tableau du haut).

L'ensemble de ces observations sont autant d’argtengour suggérer que lePtdins5P
serait un second messager dans diverses voiesgdalisation cellulaire, avec des rbles dans
I'oncogenese, le métabolisme du glucose ou en igavar les invasions de diverses bactéries. Une
augmentation de PtdIns5P (ici aussi d’'un factear5) a été décrite dans des cellules Hela traitées
par un agent inhibant les protéines tyrosines phatsges, le pervanadate (pV) (Wilcox and
Hinchliffe, 2008). Cette derniere observation suggéortement un lien entre régulation des

phosphorylations sur résidus tyrosine par les PatatdIns5P.

Régulation cytosolique négative du PtdIins5P

Lorsque des fibroblastes 3T3-L1 ou des AdipocyfE3-B1 ont été soumis a un choc hypo-
osmotique, il a été observé une baisse tres impertde Ptdins5P (80%) (Sbrissa et al., 2002).
Récemment, une modulation négative des taux dendBEl a été proposée dans les cellules
Hela(Roberts et al., 2005). En effet, divers agphtmaceutiques ont été utilisé, s’en est suivit u
dosage de Ptdins5P. L'utilisation d’EGF, d’'un stresydatif avec de I'eau oxygénée (activation
voie MAPK p38), des esters de phorbols (activatamie PKC) ou de la thapsigargine
(séquestration ion Ga du cytosol) n'a pas permis une augmentation dx tae Ptdins5P.
Cependant, le traitement des cellules par de #mste a produit une baisse significative (40%) du
taux de Ptdins5P. De maniere générale, I'histangske un activateur de la dégradation du
Ptdins(4,5)R via I'activation de la phospholipase C spécifigies Pls. Les auteurs suggérent ainsi
que cette PI-PLC pourrait étre a l'origine de I'mylgse de PtdIns5P, et gu'il pourrait d’ailleurs
constituer un bon substrat (Essen et al., 1996)éjalement déja été montré que la &LBouvait
hydrolyserin vitro le Ptdins5P(Liu et al., 2003). Il reste cela dindant de trouver un tel résultat
guelque peu en opposition avec les résultats freaslmotamment sur I'effet positif de la thrombine
sur le taux de PtdIns5P qui active au contrairBLl&. Les auteurs expliqueraient éventuellement
cette contradiction par le fait que la PKC sereiivéée de maniere plus précoce que I'augmentation
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de PtdIns5P, évitant ainsi I'hydrolyse de ce derriien’en reste pas moins a déterminer le réel
impact de la PLC sur le PtdIns5P (Fig.17 tableabalut).

Régulation nucléaire

La premiere étude faisant état de la présencedledBP dans le noyau a été réalisée sur des
cellules d'érythroleucémie murine, et a décrit wmegmentation d’'un facteur 20 du taux de
Ptdins5P durant la phase G1 du cycle cellulairarf@l, 2003). De plus, il a été également montré
une augmentation du taux de PtdIns5P suite a utertrant aux UV, celle-ci serait due a la
Ptdins(4,5)R 4-phosphatase de type | également été retrouvévaau du noyau (Ciruela et al.,
2000 ; Jones et al., 2006; Zou et al., 2007). étéa également suggéeré que cet effet pouvait étre
contrebalancé par I'expression nucléaire de la R[PKealisant la transformation inverse (Gozani
et al., 2003). Enfin, le premier ligand relativernéren caractérisé du PtdIns5P a été la protéine
impliquée dans le remodelage de la chromatine -ZN@a un domaine PHD (Plant Homeo
domain). L’ensemble de ces observations attegiant un rbéle supposé au niveau du noyau
(Fig.17 tableau du bas).

Métabolisme du PtdIns5P

Le meétabolisme du PtdIins5P n’a que tres récemmtaitt éécouvert, ou tout du moins
suggéré. Parmi les enzymes qui le synthétisenta oes enzymes procaryotes 4-phosphatase
comme IpgD, les Ptdins(4,5)B-phosphatases de type | et Il, MTM1 et PIKfyvandis qu’un seul
type enzyme a été identifiée pour réguler les tadenPtdins5P les Ptdins5P 4-kinases (PIPK 1)
(Fig.18).

Les lipides Kinases

Les PtdIns5P 4-kinases (PIPK II)

Ces enzymes ont récemment été impliqués dansntebt®m de 'augmentation de PtdIins5P.
En effet, il a été démontré que 'augmentationalphHosphorylation sur résidus tyrosine engendré
par un traitement au pervanadate provoquait unenaatation du taux de Ptdins5P (Wilcox and
Hinchliffe, 2008). De maniere intéressante, labaid’expression de la PIPK]lvia 'utilisation d’
ARNi , mais pas de la PIPKllou PIPKIlyaugmente la production de PtdIns5P, de maniere
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significative, suite au méme traitement par le ppadate (Wilcox and Hinchliffe, 2008). Ceci
suggérant que la PIPKIl est responsable de la régulation du taux de PiBIndans des
compartiments subcellulaires sensibles au traitérpan le pervanadate. Enfin, il a été observé
récemment une augmentation du taux se PtdIns5P ldamsyau suite a une irradiation aux UV
(Jones et al., 2006). Cette augmentation a éibwdtr a I'inhibition de |@15P 4-kinase B qui est
phosphorylée par la protéine kinase p38 activées darcadre de stress cellulaire (Jones et al.,
2006).

PIPK 11l ou PIKfyve

La PIPK IIl ou PIKfyve est une lipide 5-kinase pédant un domaine FYVE de liaison au
PtdIns3P. Ce domaine est responsable de son aglremdacellulaire aux endomembranes (Sbrissa
et al., 2002). Les deux substrats de PIKfyve ga’phosphoryle en position D5 sont le Ptdins pour
générer du PtdIins5P ou le Ptdins3P pour générdptdins(3,5)R. C’est la seule lipide kinase
identifiée & ce jour capable de synthétiser durB&Rin vitro et potentiellemenin vivo puisqu’une
surexpression de PIKfyve induit une augmentatios thux de Ptdins5P de 80% dans les
adipocytes 3T3-L1 (Sbrissa et al., 2002; Sbhrissal.et1999; Shisheva, 2001). Mais également,
PIKfyve semblerait étre impliqué dans la productida Ptdins5P relevée dans les cellules
exprimant la kinase oncogénique NPM-ALK. En effattilisation d'un ARNi de PIKfyve va
réduire d’'un facteur deux le taux de Ptdins5P deligmées, suggérant d’'une part que PIKfyve
permet la production de Ptdinsi#® vivo et d’autre part, qu’elle participerait potentietient au
processus de lymphomagenese induite par NPM-ALKrd@as et al., 2008). Cependant, la
présence du domaine FYVE de fixation au PtdinsgiBsé a penser qu'il serait son substrat
préférentiel. En effet, il est intéressant de gmdr que la présence de ce domaine FYVE permet
une production efficace de PtdIns(3,5)R vivo malgré le fait que le PtdIns3P soit 400 moins
abondant que le PtdIns, I'autre substrat de PIKf}iveste ainsi difficile de savoir si la produani
de PtdIns5P est le fait de I'abondance du subBtdihs par rapport au PtdIins3P ou s’il existe une
sorte de double spécificité pour les deux substi@atgement supérieure pour le Ptdins3P du fait du
domaine FYVE.
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Fig 18. Représentation schématique du métabolisme du PtdIns5P chez les cellules encaryotes.

Les lipides phosphatases

MTM1

Le réle physiologique de ces diverses myotubudarinsavoir réguler les pools de Ptdins3P
et PtdIns(3,5)Ppar leur activité 3-phosphatase reste encore brexjn vivo. Il semblerait que les
MTMs n’aient pas vraiment de spécificité de sultstraarin vivo et in vitro des données du
laboratoire de B. Payrastre ont démontré que leMMTMTMR1 ou MTMR3 peuvent utiliser I'un
ou l'autre des substrats (Tronchere et al., 2004k travaux ont ainsi mis en évidence pour le
premiéere fois une production de PtdIns5P par urmyrea eucaryote. Ces MTMs sont donc des
candidats potentiel pour la régulation du tauxaicgtlulaire de Ptdins5P. D’ailleurs de maniére
intéressante, la transfection de MTM1 permet ladpetion in vivo de Ptdins5P dans la lignée
leucémique Jurkat (Tronchere et al., 2004). Cettmidre observation suggérant d’'une part que
MTML1 est réellement capable de synthétiser du BE&RIm vivo, et d’autres part, nous fournit un

candidat potentiel pour la synthése de PtdinsSfhaau du lymphocyte T.

la Ptdins(4,5)R 4-phosphatases : IpgD

IpgD va dégrader les Ptdins(4,5)& provoquer une production massive en PtdInsGP, q

ont pu étre dosée au cours de I'invasion du patie@®iebuhr et al., 2002). Bien qu’lpgD ne soit
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pas absolument requis pour I'entrée de la bactiéme les cellules en cultugallaoui et al., 1993),
elle est impliquée dans la formation des foyersiée et semble agir sur le remodelage du
cytosquelette d’actine (Niebuhr et al., 2002; Niabat al., 2000). L'expression ectopique d’lpgD
dans des cellules mammiferes induit une forte dimom de la tension membranaire. Ces données
suggerent qu’lpgD abaisse localement I'adhésiorydasquelette a la membrane, en hydrolysant
les principaux intermédiaires de cette associati@mbrane- systéme de filaments d’actine sans
doute par la dégradation du Ptdins(4;5YBependant, I'apparition de PtdIns5P pourrait @gaint
jouer un réle important pour la bactérie. En effetPtdins5P va favoriser I'activité de la PI3K de
classe IA(Pendaries et al., 2006). Ce mécanisme semblepi@tement important car il pourrait
réguler la survie des cellules hétes dans le bumdetenir un environnement bénéfique a la
colonisation bactérienne. Ainsi cette 4-phosphatzssérienne est devenu l'outil principal pour

augmenter le taux de PtdIns5P de maniére ectopidjueérieur de cellules de mammiferes.

Les PtdIns(4,5)pP4-phosphatases eucaryotes

Comme vu précédemment, LB&dIns(4,5)R 4-phosphatases eucaryote de type | et Il sont
deux orthologues de la protéine bactérienne IpgihsDune étude récente, I'équipe du Pr. Majerus
a demontré que laype | 4-phosphatase pouvait augmenter le tauxéauel de PtdIns5P (Zou et
al., 2007). lls suggérent que le taux de Ptdins&@irpit réguler 'apoptose p53-dépendante grace a
son interaction avec le facteur de transcriptioGINen réponse a un stress génotoxique. En effet, la
type | 4-phosphatase est transloquée au niveauoglaunsuite a une stress et permettrait ainsi
'augmentation du taux de PtdIns5P intranucléadi@i(et al., 2007). Ceci va cependant a I'encontre
des observations sur les effets du PtdIns5P ssurlde vues précédemment. Malgré la découverte
de ces enzymes eucaryotes, il reste tout de méelqueps incertitudes quand a leur role dans les
voies de signalisations cellulaires. Il faudraisaicaractériser plus précisément I'activité de ces

enzymes pour trancher sur leur effet réel sur ¢edspde PtdIns5P.

Ligands du Ptdins5P

Comme mentionné précédemment, la meilleure steatpgur comprendre le réle des
phosphoinositides est de trouver un domaine dactesn spécifique pour pouvoir localiser les
pools de lipides et leur attribuer une fonction.eUautre stratégie adoptée est de localiser les
enzymes du métabolisme de ces phosphoinositidegaetant en téte que I'enzyme se trouvera
localisée au lieu ou se situe son substrat. Cepenpaur le PtdIins5P cette derniére option semble
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cela dit plutbét anticipée étant donné le peu détade que I'on a sur la véritable activité de anaq
enzyme identifié & ce jour dans le métabolisme tlinB5P. Ainsi la découverte d’'un domaine
spécifiqgue pour la liaison au PtdIns5P devientleésnt essentielle voire incontournable pour

caractériser plus précisément son action.

Le Domaine PHD des protéines ING-2 et ATX-1

Ce domaine PHD (Plant Homéo Domain) est un domaingoigt de zinc conserve, présent
dans de nombreuses protéines chez les eucaryotegrdnd nombre de protéines servant a la
régulation chromatinienne contiennent des domaiRed, comme par exemple la protéine
acetyltransférase CBP/p300, la protéine de remgdelehromatinien ACF et la famille de
suppresseur de tumeur ING (Feng et al., 2002; Fpedand Kadonaga, 2002; Kalkhoven et al.,
2002). En 2003, le domaine PHD de la protéine IN&sRle premier domaine identifié, par trois
types d’expériences vitro, comme ayant pour ligand lipidique préeférentiePtdins5P, méme si il
est capable de lier plus faiblement également &nB3P et le Ptdins4P (Gozani et al., 2003). De
plus, le fait d’oligomériser leur domaine PHD damse protéine chimere 3X-PHD ING-2, leur
permet d’augmenter sensiblement la spécificité idesdn au Ptdins5P par rapport aux autres

phosphoinositides.

Cependant, la force de cette étude réside daratlgu’ils ont réussi a créer des mutants
dominants négatifs pour la liaison au PtdIns5Petiet, la mutation de 3 résidus lysine K49, K51,
and K53 va entrainer la réduction de l'efficacie ld liaison d'un facteur huit. Ces mutations

pourraient ainsi suggérer un motif consensus metdins5P.

Quant a la localisation de cette sonde, elle seuet au repos dans les cellules HT1080
issues de fibrosarcomes niveau du noyau et de maniere plus diffuse darcytoplasme. La
localisation au niveau du noyau n’est pas tresraote du fait que le domaine PHD est également
connu pour se lier aux histones H3 de la chromattngeci de maniere indépendante au PtdIins5P
(Shi et al., 2006b). Cependant l'utilisation d’lpglans le systeme va permettre la relocalisation de
cette sonde au niveau de la membrane plasmiqugésarg ainsi la présence d'un pool de PtdIns5P
au niveau de la membrane plasmique, il reste cemena souligner toujours la présence de
marquage intense au niveau du noyau. L’hypothess avancée est que le Ptdins5P pourrait
induire le trafic d’'ING-2 pour cibler des promotsuau niveau du noyau et que la liaison aux
histones permettrait la rétention d'ING-2 au nivelauces promoteurs.
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En tout état de cause en dehors de la découvesentielle de ce domaine, qui deviendra
d’ailleurs un outil emblématique pour I'étude ddlRs5P, les auteurs ont montré que la modulation
positive de cette interaction entre ING-2 et le If®48P permet de stimuler la réponse p53-
dépendante a un signal apoptotique (Gozani 2@03).

Un autre domaine PHD a plus récemment été idertifez les plantes, en effet, la protéine
Arabidopsis homolog of trithorax-1 ou ATX-1 va égalent se lier au PtdIns5P par I'intermédiaire
d'un domaine PHD (Alvarez-Venegas et al., 2006)s @eotéines de la famille trithorax vont
activer les genes homeéotiques qui vont réguleréeelbppement chez les cellules animales au
niveau embryonnaire. De maniére générale, chgaldate ATX-1 va engendrer la régulation
positive des genes de structures de la plantetebaint les répresseurs épigénétiques. Les auteurs
suggerent que le PtdIns5P réprimerait I'effet d’ATXen délocalisant la protéine du noyau ou elle
effectue son action, au niveau du cytoplasme, gyoant ainsi I'action des répresseurs géniques.

Ainsi les domaines PHD semblent étre des domainasdidats pour lier les
phosphoinositides. Le domaine PHD est régulieréraglisé en tant que contréle positif pour la
liaison au PtdIns5P (comme dans nos expériendegsté cependant un outil difficile d’utilisation
étant donné sa localisation nucléaire. De plugenmillaboration dans les expériences de résonance
plasmonique de surface (SPR) ou de fat-blotting d¥guipe du Dr. Pascale Zimmermann et du
Pr. Bernard Payrastre, ne nous ont pas permisodeetr une liaison significative de ce domaine
PHD ING-2 au PtdIns5kh vitro. D’ailleurs I'équipe du Pr. Divecha s’est lancé&mns une étude
poussée sur ce domaine ING-2, le caractérisanitpioimme un interacteur des mono-PtdInsP. Il a
ensuite entrepris le clonage extensif de ce donfaitie réalisant 60 clones, avec uniguement neuf
clones relevant pour le PtdIns5P, mais liant égefertes autres mono-PtdinsP (Thd' ®uropean
Symposium on Hormones and Cell Regulation, 200@ndemble des observations postérieures a
cette étude sur ING-2 réalisées sur ce domainegitam de conclure a une spécificité relative de

ce domaine pour le PtdIns5P.

Les domaines PH liant le PtdIns5P

Plus recemment, le facteur de transcription TFp#r, I'intermédiaire de son domaine PH a
montré une liaison significative au Ptdins5P (Dildest al., 2005). Ce dernier est capable de
réguler la transcription par I'intermédiaire de RN polymérase Il. Ce domaine PH se lie de
maniere bispécifique au PtdIins5P et Ptdins3P. Deiéra intéressante, le domaine d’activation
transcriptionnel VP16 se lie au niveau de ce doemdH pour provoquer linitiation de la
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transcription. On peut imaginer ici une compétitipour la liaison de ce domaine PH entre le
Ptdins5P ou le Ptdins3P et VP16. Cette découventdonce cependant, les découvertes au
préalables réalisés sur les domaines PHD de ATXHI@-2 que le PtdIns5P pourrait jouer un role

essentiel au niveau du noyau , en régulant 'egmagyénique ou linitiation de la transcription.

Nos études nous ont également permis d’identiBerdomaines PH des molécules Dok
comme des ligands convaincants du PtdIns5P, méis foés ci plutét au niveau cytoplasmique.

Nous en discuterons dans la partie résultat.

Enfin, L’équipe du Pr. Payrastre, vient derniéretriidentifier le domaine PH du facteur
d’échange des petites protéines G Tiam-1, commégand convaincant du Ptdins5P dans des
expériences de Fat-blotting (Ramel et al. Th® Béropean Symposium on Hormones and Cell
Regulation, 2009). Cette observation pourrait gavéessentielle pour expliquer un role du

PtdIins5P dans la réorganisation du cytosquelesietide, Tiam-1 étant une GEF de Racl.

Fonctions du PtdIn5P

Roéle dans la voie de survie PI3K/AKT

Lors de linvasion bactérienne p&higella flexneril a été observé une accumulation des
produits de la PI3K (Ptdins(3,4)PPtdins(3,5)R et Ptdins(3,4,5)8, dépendante de l'activité
d’IpgD, suggérant un réle du PtdIns5P ou de laepedet Ptdins(4,5)Psur la voie PI3K(Niebuhr et
al., 2002). Plus tard, il a été montré de maniagectt que cette augmentation de PtdIns5P pouvait
jouer un r6le essentiel dans I'activation de laevBi3K IA/AKT dans les cellules épithéliales
(Pendaries et al., 2006). De plus, il a été fath&me observation lors de l'infection @almonella
typhinirium avec le méme type de mécanisme impliquant un haguoel d’'lpgD , SigD ou SopB
(Marcus et al., 2001; Steele-Mortimer et al., 2000)

De maniere intéressante, la surexpression de PRAKRIB, qui transforme le PtdIns5P
spécifiguement en Ptdins(4,5)Rlans des cellules CHO-IR a démontré une inhibite la voie
PI3K-AKT associée a une chute du taux de Ptdin&gg¢en réponse a l'insuline (Carricaburu et
al., 2003). Cependant I'activité intrinséque dé€’I8K en présence de cette enzyme ne semble pas
affectée (Carricaburu et al., 2003). De plus sitéex de PtdIns(3,4,5)Bont diminués, il semble
que les taux de PtdIns(3,4)Rugmentent, ces observation suggérant un mod&até®rsur
l'inhibition d’'une PtdIns(3,4,5)8 phosphatase par le Ptdins5P. Ainsi, la PtdIn&gR4,5-
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phosphatase SHIP semble un candidat idéal étanhéddimccumulation dePtdins(3,4)R
(Carricaburu et al., 2003).

Un modéle de souris déficientes en PIPfkdlété développé. De maniéere intéressante, les
souris montrent une hypersensibilité a l'insulibege masse corporelle moins importante et une
augmentation du signal d’activation d’AKT dans tessus adipeux et musculaire (Lamia et al.,
2004). Enfin une étude récente suggere que le twaixPtdins5P « protege » AKT de la
déphosphorylation. Ceci n’étant pas due a l'infobitde PTEN, mais plutot a l'inhibition de la
phosphatase PP2A (Ramel et al., 2009). Cette étahd la premiére observation pour déterminer
comment le PtdIns5P pourrait agir sur la phosplatigh d’AKT et confirmant par la méme le role
de régulateur important du PtdIns5P sur AKT (Fi.19
L’ensemble de ces observations, faisant du Ptdlnsbiégulateur positif convaincant de la voie de

survie PI3K/AKT, méme si la régulation précise eestconfirmer.

Role dans 'organisation du cytosquelette

Une étude a suggéreé que le PtdIins5P produit lareedstimulation par l'insuline, représente
un intermédiaire clé du désassemblage des fibrestrdss et de la translocation a la surface du
récepteur au glucose GLUT4 dans des modéles dedisilaensibles a l'insuline (Sbrissa et al.,
2004). Cet effet apparait indépendant de la PI3Ksetinhibé par la séquestration de PtdIns5P par
I'expression du PHD d'ING-2 (Kim et al., 2003b). Gnabordé également précédemment la
réorganisation du cytosquelette suite a une invalartérienne, méme s'’il reste encore difficile a
I'heure actuelle , de déterminer si le Ptdins5Rejon réle direct, il semble cependant qu'il y aieu
activation des petites protéines G Rac et Cdc4préesence d’'lpgD et d’'une induction par des
facteurs de croissance (Niebuhr et al., 2002). @@sées non publiées du laboratoire du Pr. B.
Payrastre identifient Racl comme une cible ind@edti Ptdins5P par la liaison au facteur
d’échange Tiaml et l'activation de Racl en décduld@iailleurs I'utilisation de PtdIns5P
commercial dans leurs modéles cellulaires ont meerdes désassemblages de fibres d’actines,
confirmant bien l'effet en lui-méme du Ptdins5P sercytosquelette (Ramel et al. The™34

European Symposium on Hormones and Cell Regulatig)19).
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(Bivchem Suc Symp., 2007)

Roéle dans le trafic vésiculaire

Bien qu'un rdle direct du PtdIns5P dans le trafiesiculaire n’ait pas été clairement
démontré, plusieurs études suggérent un role dipide. Dans les cellules CHO —IR, exprimant de
maniere stable le récepteur a l'insuline, ainsi daas des adipocytes 3T3-L1, la production de
PtdIns5P sous une stimulation par l'insuline vargtre la translocation de GLUT4 au niveau de
la surface cellulaire (Sbrissa et al., 2004). Lanmébservation est faites lorsque le PtdIns5P est
microinjecté ou lorsque PIKfyve est surexprimée skguestration du PtdIns5P par le PHD d’'ING-
2 va inhiber la translocation des vésicules GLU&#et qui semble indépendant de la PI3K
(Sbrissa et al., 2004). De plus, la surexpresseMd@MR2 va engendrer une inhibition du trafic
vésiculaire de 'EGFR des endosomes tardif jusqulgsosomes suite a une stimulation EGF. En

effet, dans ces conditions, le trafic étant inhibg,a une large vacuolisation des endosomes.
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étée suggére que le Ptdins5P pourrait se lier a MZMIR son domaine putatif GRAM-PH, et que
cette association pourrait étre essentielle datte gghibition du trafic vésiculaire (Berger et,al.
2003; Wishart and Dixon, 2002).

Enfin, lors de surexpression de la Ptdins(434¥phosphatases eucaryote dans des cellules Hela, i
y a une augmentation du taux de dégradation deHRE (Ungewickell et al., 2005). Une étude plus
récente a montré qu’un important régulateur ducrdé 'EGFR, SNX5 (sorting Nexin-5) dont la
surexpression conduit a la dégradation de 'EGFRivpit se lier spécifiguement au Ptdins5P via
son domaine PX (Liu et al.,, 2006). Enfin des dosngen publiées du laboratoire du Pr. B.
Payrastre, font état d’'une accumulation d'EGFR a&eau des endosomes tardifs suite a la
transfection d’lpgD, tandis que I'expression d’EGERsurface est abaissée (Ramel et al. THe 34
European Symposium on Hormones and Cell Regulatidefjsemble de ces arguments faisant du
PtdIns5P une molécule pouvant jouer un réle importans le trafic vésiculaire, et notamment
dans le recyclage de récepteurs (IR, EGFR...)

Dernierement, une étude phylogénétique sur 32 reegyeucaryotes métabolisant le
PtdIins5P dans 39 génomes eucaryotes differentesntis de suggérer un role du PtdIns5P des
compartiments endosomaux a la membrane plasmigeeofipte et al.,, 2008). Cette étude
rapproche le Ptdins5P des phosphoinositides impiordans le trafic vésiculaire tels que le
Ptdins3P et le Ptdins(3,%Porésents sur les endosomes, mais également dunstcH)R
membranaire, dont il serait un précurseur. L’hypethserait ainsi que le Ptdins5P se trouverait
localisé au niveau des endosomes tardifs et a labmaae plasmique, ou peut étre au niveau d’un
compartiment intermédiaire important pour le trafiels que les exosomes ou les lysosomes
(Lecompte et al., 2008)(Fig.19-20).
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Fig 20. Répulation présumée du tafic vésiculaire par le PtdIns5P.

(1) le Pidins3P est retroouvé an nivean des membranes des endosomes précoces.; (ii) le
PtdIns(3,5)P, se localiserait au niveau des endosomes tardifs ¢t probablement des lysosomes; et (iii)
le PtdIns(4,5)P, est présent 4 la membrane plasmique. 1’hypothese faite ici est que le PtdInsSP est
présent an nivean des membranes des endosomes tardifs et au nivean de 1a membrane plasmique, ou
éventuellement au nivean des membranes de vésicules intermédiaires entre ces deux structures. Ceci
suggere ainsi que le PidIns5P murait un réle dans 1’exocytose depuis les endosomes tardifs ce qui
aboutirait 4 I’addition an nivcau de la membrane de pool de PtdIns5D

Lecompte O, Poch O, Laportc J.
{TrendsBiochem Sci_, 2008)

Réle dans 'oncogenése ?

L’ augmentation de PtdIins5P décrite lors du preesgde lymphomagenese lié a la kinase
oncogénique NPM-ALK (ALCLs) (Coronas et al., 20@8)si que le rble positif observé du
PtdIins5P sur la voie PI3K trouvée dérégulée danaamaebreux cancer (Pendaries et al., 2006),
suggerent fortement un réle potentiel de ce lipides le processus d’oncogenése (Fig.19).
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PtdIns5P nucléaire

Apoptose en réponse au stress

Malgré le fait que I'on associe le Ptdins5P a davie cellulaire via la phosphorylation
d’AKT, il y a plusieurs études qui décrivent une@u Ptdins5P dans I'apoptose p53-dépendante.
Notamment, Gozani et al. qui ont montré que le efactnucléaire ING-2 est requis pour
'acétylation de p53 (Gozani et al., 2003). Cettétglation va stabiliser p53 en empéchant sa
dégradation protéosomale augmentant ainsi I'apeptos plus des ARN interférants d’'ING-2 vont
réduire la réponse cellulaire a 'apoptose (Gozaiail., 2003).

De plus, la transfection, de la Ptdins5P 4-kindife qui catalyse la formation de
Ptdins(4,5)P2 a partir de PtdIins5P conduit a uréssk de I'apoptose (Gozani et al., 2003). Les
auteurs suggérant que le Ptdins5P forme un compese ING-2, ce dernier jouant le rble de
cofacteur pour I'acétylation de p53. Cependant, ent&jue que I'on peut émettre a I'encontre de
cette étude, est que le taux de PtdIns5P n’a gasésuré suite a la transfection de cette enzyme.
De plus,quand les cellules sont soumises a des stressogénees via l'utilisation d’étoposide ou
de doxorubine, il se développe une apoptose p58rdigmte qui sera accentuée par I'expression
inductible de la Ptdins(4,5)P-phosphatase de Type I, entrainant une augmemtdti taux de
PtdIns5P intranucléaire (Ungewickell et al., 20@b6u et al., 2007). L'acétylation de p53 étant ici
mesurée confirmant les hypothéses suggérées. UasRdb)R 4-phosphatase de Type | est
classiquement localisée au niveau des membranesolysles et des endosomes tardifs, les auteurs
suggerent ainsi que suite a un stress génotoxigoeyme se relocalise au niveau du noyau pour
former du PtdIns5P. Le taux de PtdIns5P seraitléias régulé de maniére opposée pRIBP 4-
kinase IB. ING-2 serait alors transloqué au niveau du noyaw poomouvoir I'acétylation de p53

et 'apoptose en découlant (Fig.21).

Ubiquitinylation et dégradation protéique

Une seule étude fait état d’'un role du PtdInsSfsdabiquitinylation et donc la régulation
de 'enzyme PIPKPB ou Ptdins5P 4-Kinasefl(Bunce et al., 2008). L'utilisation d’'un test ddeib
hybride a permis de démontrer que cette enzymegitose lier a SPOP (speckle-type POZ doamin
protein) , d'ailleurs en immunofluorescence lesxdpwtéines co-localisent au niveau de région

nucléaires caractéristiques appelée « speckleggiofrs punctiformes). SPOP interagit également
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avec une ubiquitine ligase de la famille des cgliag niveau de ces régions, le complexe est ainsi
appelé Cul3-SPOP. Ce complexe va étre activé auite stress génotoxique par la MAPK p38, et
va aboutir a l'ubiquitinylation de la Ptdins5P 4nKse I (Bunce et al., 2008). L’hypothése faite
ici par les auteurs, est que le PtdIns5P est caplbléguler cette ubiquitinylation, car I'utilisat

d’'un mutant inactif de PtdIns5P 4-Kinasp favorise cet état.
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Barlow CA, Laishram RS, AndersonRA.
(Trends Cell Biol , 2009)

Cette ubiquitinylation est d’ailleurs bloquée par inhibiteur de p38 suggérant ainsi que le
PtdIns5P pourrait réguler I'activité de p38 (Bumdeal., 2008). La critique que I'on peut faire:ici
est qu’a aucun moment les auteurs ont controléue ¢ffectif de PtdIns5P, ils n’ont démontré leurs
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résultats que de maniere indirecte. En tout étatalese cette ubiquitinylation permettrait la
dégradation de la PtdIns5P 4-Kinasp, Ht permettrait ainsi I'accumulation de PtdIns5P par

mécanisme p38 MAPK-dépendant (Fig.21).

Régulateur de I'expression génique

Comme on I'a vue précédemment, son association deedacteurs interagissant avec la
chromatine tels que ING-2 ou ATX-1, ont permis slgggérer un role du Ptdins5P dans le
recrutement de ses facteurs soit au niveau du nol&:+2), soit au niveau du cytoplasme (ATX-1)
pour réguler I'activité chromatinienne. De plus,a&sociation avec le facteur de transcription
TFIIH, et le systéme original de régulation par petition du Ptdins5P avec VP16, permet la aussi
d’ajouter un argument quant au réle du PtdIins5Ps daxpression génique. Les données de
laboratoire du Pr. P. Majerus, démontrant pour riempere fois qu’une enzyme est capable de
former du PtdIns5P au niveau du noyau. L'ensembleat données, suggérant un réle au niveau
nucléaire qui pourrait s’avérer important pour telRs5P. Reste a déterminer, si les variation de
taux de PtdIns5P observés au niveau du cytoplasieue miveau du compartiment nucléaire le sont
de maniére indépendante, ou s’il existe- un ligmeela variation de PtdIns5P suite a une activatio
d’'un récepteur (EGFR,IR...) et une expression génigggllée par le PtdIns5P lors de la méme
stimulation (Fig.21).

Conclusions I1.B

L'étude attentive des différents membres de lailfandes phosphoinositides permet
d’apprécier I'importance que ces molécules comm@naerevétir dans les voies de signalisation
cellulaire. Méme si pour les phosphoinositidesdks rares, ces résultats portent encore sujets a
controverse et doivent étre précisés. Il ressart e méme que cette famille touche un nombre
toujours croissant de fonctions cellulaires. L'egibn des études sur les mono-PtdinsP ces
dernieres années ont d’ailleurs fini de convairteseplus sceptiques sur I'utilité en tant que sdcon

messager de chacune de ces molécules.

Quant au Ptdins5P, malgré sa découverte relativerdeente (1997), un nombre croissant
d’études commencent a émerger sur ses nouvellesidos. Cependant, il reste toujours assez
difficile de faire le tri entre toutes les infornats qui arrivent. En effet, la plupart des outils
identifiés , tels que les enzymes le synthétissiatierent étre « peu fiables », j'entends par la qu
les variations de taux de PtdIns5P sont certesrodsemais il reste difficile de trancher sur | fa
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que la surexpressiom vivo ou l'utilisation enzymatiquen vitro en excesne va pas créer des
substrats qui ne le sont pas dans un systéeme aedlld I'état normal. Le fait que MTM1 ou
PIKfyve posseédent plusieurs substrats ne nous pgrasede savoir si I'action de I'enzyme est due
a la variation du taux de PtdIns5P ou a une vanatiue a I'activité sur l'autre substrat. Il reste
ainsi, une seule enzyme, un seul outil permetesihthese exclusive du Ptdins5P a savoir IpgD.
Les enzymes orthologues eucaryotes découverts néeprtrsynthétisent certes du PtdIns5P, mais
leur localisationau niveau des membranes lysosomales et des endosantiés ne permettent pas
d’expliquer les taux de PtdIns5P rapidement messwas divers récepteurs, tels que la thrombine,
'EGFR ou I'IR. Ces derniéres variations laissenpenser qu’il existe un pool membranaire de

PtdIns5P, et on s’attend donc a trouver une enam@veau des membranes cellulaires.

Enfin, au niveau des domaines de reconnaissarncesssort également une fiabilité relative des
divers outils proposés par le passé, en effet,olmaine PHD d'ING-2 qui s'avérait étre «le »
ligand spécifique de PtdIns5P a au fur et a medesediverses études, perdu de son importance. Il
reste ainsi beaucoup de nouveaux outils a ident#fiecaractériser pour comprendre réellement

'impact du PtdIns5P sur les voies de signalisatieltulaires.

Nous nous sommes lancés dans I'étude des domaliede® membres de la famille Dok, en
espérant confirmer, la liaison de ce domaine ainB{8,4,5)R (Zhao et al., 2001). Cependant, les
expérience vitro ont suggéré le Ptdins5P comme ligand des dom&Hede Dok-1 et Dok-2 et
c’est cela qui a lancé toute notre étude sur lgphymayte T et le Ptdins5P. L'étude approfondie des
autres domaines PH des autres membres de la fddakenous a permis peut étre de trouver une
sonde convaincante et prometteuse quant au roletdes5P, en tout cas au niveau du lymphocyte
T. C’est ainsi, la recherche d’'un nouvel outil ptaureconnaissance du PtdIns5P, par I'étude des

domaines PH de la famille Dok, qui a motivé unendeapartie de nos recherches.
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Partie Il :
Les membres de la famille Dok
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Les protéines Doks sont des molécules adaptatriaegement décrites dans les diverses
voies de signalisation cellulaire comme substratprdtéines tyrosine kinases (PTKs) (Mashima et
al., 2009). Cette famille, qui compte sept membiiesek-1 & Dok-7), est située en aval des
récepteurs a tyrosines kinases (RTKs). Elle appart la super famille des molécules adaptatrices
ou protéines d’ancrage (dockers proteins) comptegagalement les familles IRS, SNT/FRS et
Gab. Cette classification est due en grande pariesimilarité de séquence de leur domaine PTB
(phospho-tyrosine binding domain). Les membres aefamille semblent agir comme des
inhibiteurs des grandes voies de signalisation @TKRas, PLC/Ca2+).Des analyses
phylogénétiques réalisées précédemment sur lesidesnBH et PTB ont permis de discriminer

deux groupes au sein de la famille (Favre et 8D32:
- Le groupe A composé des Dok-1, Dok-2 et Dok-3;
- Le groupe B composé de Dok-4 et Dok-5.

L'analyse de I'expression tissulaire et cellulales Dok-1 a Dok-5 montrent que les membres du
groupe A sont présents dans les cellules hématigodé alors que les membres du groupe B sont
plutdét confinés au cerveau (Crowder et al., 200dm@ et al., 2001).Les deux derniers membres
Dok-6 et Dok-7 ont été identifiés recemment (Crowde al., 2004; Okada et al., 2006). Des

données dans le laboratoire (non-publieées) nouwngitent de replacer Dok-6 dans le groupe B,
mais d’exclure Dok-7 de la famille (Rodriguez ,Gaitl et al. données non publiées). Malgré cette
expression différentielle, les membres de la famibok possédent la méme organisation

structurale.

Structure des membres de la famille Dok

Les protéines de la famille Dok partagent le méype de structure que les protéines de la
famille IRS (Insulin receptor substrate ) et Galvec en partie amino-terminale un domaine PH
(pleckstrin Homology),qui fera plus particuliererhd¢objet de mon intérét par la suite, suivi en
partie centrale d’'un domaine PTB (Phospho tyrosimeling domain). Enfin, la partie carboxy-
terminale de ces protéines contient plusieurs iyessphosphorylables ainsi que des motifs proline-
rich.

A l'origine, la protéine Dok-1 (p629 a été identifiée comme un substrat majeur decbprotéine

Bcer-Abl retrouvée communément dans des leucémiadaites chroniques (LMC) et présentant

une activité tyrosine kinase intense capable demtmryler Dok-1 sur sa partie carboxy-terminale

(Carpino et al.,, 1997). Par la suite les autres bmesn de la famille ont été identifiés
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successivement, avec tout d’abord, Dok-2 {f56u FRIP ou Dok-R) (Carpino et al., 1997; Di
Cristofano et al., 1998a; Jones and Dumont, 1988klet al., 1999; Nelms et al., 1998) et Dok-3
(Dok-L) (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000pr#es grace a leur caractéristique structurale
(PH-PTB). Ensuite, par homologie de séquences #sedrois premiers membres (DKH : Dok
Homology) Dok-4 (IRS-5) et Dok-5 (IRS-6) ont ét®dlé&s chez la souris. (Grimm et al., 2001).
Enfin, plus récemment, Dok-6 a été identifié pambtogie de séquence avec Dok-4 et Dok-5
(Crowder et al., 2004) et s’exprime également aea du systeme nerveux central (SNC). Enfin,
récemment, Dok-7 a été clonée par homologie deeségs avec I'ensemble des membres de la
famille, son expression est restreinte aux mussteglettiques et au niveau du coeur (Okada et al.,
2006) (Fig.22).
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Fig 22_Stricture des membres de la tamille Dok (Downstream Of Kinases).
Les poids moléculaires apparents de chaque membre est indiqué sur la droite. Les groupes A et B
représentent des groupes phylogénétiquement distincts (Favre C. et al GAT 2003).

Pour la suite de mon expose, je me focaliseraifesumembres exprimés au niveau du lymphocyte
T, a savoir Dok-1, 2, 4 et 5 (Favre et al., 2003y.23). Du fait du peu d’études réalisées sur Bok-

et Dok-5 et de leur similitude de séquence, jedrais de ces deux protéines en méme temps. Enfin,
Les protéines Dok-1 et Dok-2 sont quant a ellegelarent étudiées dans les voies de signalisation,

je me focaliserais donc plus précisément sur elles.



Dok-4 et Dok-5

Il N’y a que peu d’études qui se sont penchéedDslr4 et Dok-5. Pour notre part, nous
nous sommes surtout intéressés au PH de Dok-4 lkebians nos études vis-a-vis des lipides.
Cependant, il est intéressant de voir ces praéapparaitre comme des molécules activatrices ou

inhibitrices des voies de signalisation suivanntedele cellulaire étudié.

oo | oot | ook2 | ook | ookt | ook | ook | ok
+ - ++ + - -

Cocur +
Hate + - + + - - -
Poumons _ + + +4 - = =
Moclle TR, T, Mono B, T,B Mono T?
osseuse Mono Mono - -
Muscle
squelettique B B B + + B +
Systéme
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Fig23. Expression tissulaire des membres de 1a famille Dok.
T: Lymphocyte T; B: Lymphocyte B; Mono: Monocytes. Les signes +/- représentent la quantité
relative de chagque membre.

Dok-4 est exprimée de maniéere ubiquitaire, tamplie I'expression de Dok-5 est plutot
restreinte au niveau du systéme nerveux centrali(@a et al., 2004), mais notre laboratoire a
démontré qu’il pouvait s’exprimer au niveau du lympyte T activé, il existe aussi une expression
au niveau cardiaque (Favre et al., 2003). Dansd#ales non hématopoiétiques, Dok-4 apparait
comme un substrat des récepteurs a tyrosine kiRaseu du récepteur a l'insuline (IR), mais
également de la PTK Src (Grimm et al., 2001; Lemasgl., 2000). Des études fonctionnelles ont
conduit a des résultats difféerentiels, avec deuxed rapportant que Dok-4 augmentait I'activation
des MAPK, ERK suite a une stimulation des RTKs, &elR (Grimm et al., 2001; Lemay et al.,
2000), tandis qu’'une autre étude démontre un effetraire sur EIk, un substrat de ERK (Bedirian
et al., 2004). Sous le récepteur Ret, Dok-4 permddt croissance neuronale en activant la petite

protéine G Rap-1. Enfin, notre laboratoire s’estri@ssé a cette molécule au niveau du lymphocyte
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T. Dok-4 est ainsi identifi€ comme un substrat B&&s durant I'activation lymphocytaire T. De
plus, Dok-4 va s’accumuler dans un compartimenicuésire qui sera recruté a proximité du
MTOC (centre organisateur des microtubules) dufantivation T. D’ailleurs le domaine PH est
important, d’'une part pour sa localisation, maialégent pour sa fonction inhibitrice de I'activité
du promoteur IL-2 et de la phosphorylation de ERIitesa I'engagement du TCR (Gerard et al.
2009).

Dok-5 quant a lui, joue un rble positif dans I'setion des MAPK et peut interagir avec les
récepteur de facteurs de croissances, les neuninespTrkB et TrkC (Shi et al., 2006a). D’autres
études I'ont également montré comme substrat de eRde maniere intéressante, il engendrerait la

croissance neuronale (Grimm et al., 2001).

L’ensemble de ces résultats, suggerent pour Dakbbk-5 un réle régulateur positif au niveau du
systéme nerveux central, notamment, dans la craiesaeuronale. Dans le laboratoire, nous avons
permis démontrer que Dok-4 pouvait étre un actes wbies de signalisation lymphocytaire T
(Gerard et al., 2009). En tout état de cause plestions de ces deux membres récemment identifiés

commencent a peine a étre élucidé (Fig.25).
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Dok-1 et Dok-2

Le domaine PH De Dok-1 et Dok-2

Les domaines PH des membres de la famille Dokgaimsent de la méme maniere,
correspondant a la structure canonique d’'un donmaiheTres peu d’études se sont intéressées a la
spécificité d’'interaction et le réle du domaine Bélces molécules adaptatrices. Aucune donnée de
cristallographie ou de modélisation de la structargaire de ces domaines n’est publiée.

Cependant, quelques données sont disponibles slanmi@ine PH de Dok-1. Dans plusieurs types
cellulaires, Dok-1 se retrouve a I'état basal, dansytosol et a la membrane plasmique (Liang et
al., 2002; Nemorin et al., 2001; Noguchi et al.999Zhao et al., 2001), et son recrutement a la
membrane plasmique est augmenté suite a certaimgdisPar exemple, la stimulation du récepteur
au PDGF (PDGF-R) par son ligand induit une releedion de Dok-1 a la membrane plasmique
dans les cellules Ratl (Zhao et al., 2001). Néanspaie phénoméne n’est pas étre retrouvé dans
tous les systemes. Par exemple, la stimulation-idié par son ligand (Stem Cell Factor) dans les
cellules Mo7 n’induit pas de relocalisation massieeDok-1 a la membrane plasmique (van Dijk et
al., 2000). Par contre, la phosphorylation surdsyrosine de Dok-1 se retrouverait uniquement a
la membrane plasmique, au moins dans le cas d'otieaion des cellules T par la molécule
d’adhérence CD2 (Nemorin et al.,, 2001). Ce phénemdapend du systeme puisque la
phosphorylation de Dok-1 induite par la stimulate CD2 dans les cellules Jurkat est présente
aussi bien a la membrane plasmique que dans Iplagtoe (Nemorin et al., 2001) . Malgré ces
différences de résultats, toutes les études ayaays® la localisation d’'un mutant de Dok-1
dépourvu de son domaine PH ont conclu que le dam&H de Dok-1 est nécessaire a la
localisation de ce dernier dans une fraction mendra (Liang et al., 2002; Nemorin et al., 2001;
Zhao et al., 2001), en accord avec le rble putkdih domaine PH qui est de localiser une protéine

dans un compartiment subcellulaire précis.

Il a été montré que l'activité de la PI3K est néeg® au recrutement de Dok-1 a la membrane
plasmique, puisqu’un inhibiteur de la PI3K(wortmamninhibe le recrutement de Dok-1 a la
membrane plasmique suite a la stimulation de PDGrauft les cellules Rat-1 (Zhao et al., 2001).
Ces données corrélent avec une interaction du dem@H de Dok-1 avec les PtdIns(3,456)P
présents a la membrane plasmique. Plusieurs étttemontré I'importance de l'activité PI3K
pour la phosphorylation de Dok-1. La mutation de¢, Raultiple endocrine neoplasia type 2B (MEN
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2B), induit une hyperactivation de la PI3Ki ainsiupne hyperphosphorylation PI3K-dépendante de

Dok-1 (Hosooka et al., 2001). Enfin, la phosphdiglasur résidus tyrosine de Dok-1 induite par la

stimulation de c-Kit dans les cellules Mo7, aingegson association a Tec et Lyn, est également
PI13K-dépendante (van Dijk et al., 2000).

Il semble donc y avoir un lien plus ou moins diretre la production de PtdIns(3,4,58®

la phosphorylation et/ou le recrutement de Dok-&ammnoins, la mise en jeu de la PI3Kinase ne
semble pas étre un mécanisme général de reguldgobok-1, puisque I'engagement de la
molécule de costimulation CD28, muté sur le sitexMxde fixation de la PI3K, est toujours
capable d’induire la phosphorylation sur résidusosyne de Dok-1 (Klasen et al.,, 1998).
Néanmoins, ces différentes données suggerent qdenh@aine PH permet une régulation fine de
Dok-1, puisqu’il est impliqué, nécessaire mémegra recrutement et sa phosphorylation sur résidu
tyrosine, et que ces deux étapes semblent néassasa fonction (Fig.24).
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Fig 24 Nature des partenaires des molécules adaptatrices, Dok-1 et Dok-2.
La couleur bleue représente les ligands liant exclusivement Dok-1 el en rouge Dok-2 Tandis que le
nair montre la liaison de Dok-1 et Dok-2.
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Les domaines PTB de Dok-1 et Dok-2

Le domaine PTB reconnait généralement une tyragin@eut étre phosphorylée ou non et
présente dans une séquence consensus NPxY (ouéserfe un acide aminé quelconque). Le
domaine PTB de Dok-1 reconnait quant a lui desfsnotinsensus de type NxLpY (Songyang et
al., 2001), mais peut également se lier a des sndffxpY (Dunant et al., 2000; Latour et al., 2001;
Sattler et al., 1999; Zhang et al., 2004). Il eshposé d’environ 200 acides amirgtsest formé de
7 brinsB et de 3 hélices. qui forment un sandwich de 3 et 4 feuillets avae uélice carboxy-
terminale.

Un nombre limité de protéines se lient au domaii® Rle Dok-1 et Dok-2. Dok-1 et Dok-2
peuvent s’oligomériser via leur domaine PTB, de igr@n homo ou hétéro-typique, celle-ci
dépendant d’'une tyrosine phosphorylée ou non, émtlemaine PH et le domaine PTB (Boulay et
al., 2005). D’ailleurs cette oligomérisation semblesentielle a la fonction de Dok-1 et Dok-2
(Boulay et al., 2005; Songyang et al., 2001). Unhede récente, fait état d’'une liaison de ce
domaine PTB de Dok-1 et Dok-2 aux motifs ITAMs pblosrylés des chaineset{ CD3 du TCR
par des expériences d'immunoprécipitation (Yasuda.e2007). Les auteurs suggerent d'ailleurs
que I'inhibition due a Dok-1 et Dok-2 lors de I'a@tion lymphocytaire T, serait d{ au fait de cette
liaison qui viendrait entrer en compétition aves dlmaines SH2 de ZAP-70 pour la liaison de ces
motifs ITAM phosphorylés (Yasuda et al., 2007).t€e@tbservation semble somme toute étonnante,
car le tandem SH2 de ZAP-70 présente une affinég torte pour les motifs phospho-ITAMs
(contrairement au domaine PTB des molécules Dak-Dek-2). De plus, plusieurs études ont fait
état de I'importance de la liaison du domaine PEBDObk-1 et Dok-2 a la lipide 5-phosphatase,
SHIP-1 (Dong et al., 2006; Latour et al., 2001; Traeh al., 2000), c’est d'ailleurs cette liaisoni qu
est proposée comme essentielle pour le recrutedeeDok-1 et Dok-2 au niveau du TCR, mais de
maniere indirecte. D’ailleurs, la déplétion de SHIRJurant une activation lymphocytaire T
empécherait la phosphorylation de Dok-1 et Dok-@gguant ainsi que Dok-1 et Dok-2 se trouvent
en aval de ZAP-70 et LAT, plutét qu’en amont lorsné activation lymphocytaire T (Dong et al.,
2006).

Le domaine PTB de Dok-1 est également capableedies a la partie juxtamembranaire de
certains RTKs comme Ret (Murakami et al., 2002E@FR (Zhang et al., 2004), et aux intégrines
a2B3 (Calderwood et al., 2003). Le domaine PTB de Dog#@ssocie é€galement a la partie
juxtamembranaire de RTKs comme Tek/Tie2 (Joned.etl@99b) , EGFR (Jones and Dumont,
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1999; Master et al., 2003) ou a des récepteuricygms tels que le récepteur de I'lL-4 (Nelms et
al., 1998).

Les protéines Doks pourraient agir par compétitmec une autre molécule pour la liaison au
niveau du récepteur. Dans un autre modeéle, le denfal B serait un domaine régulateur, dans le
sens ou il est simplement impliqué dans le recratgrde ces molécules au niveau du récepteur. Le
fait que la phosphorylation des molécules Doks igua souvent l'interaction entre Dok et ces
récepteurs soutiendrait cette hypothese. Il ne fast oublier également le domaine PH pour le
recrutement au niveau de la membrane plasmiqueottelDet Dok-2 qui pourraient par la suite
jouer leur réle régulateur notamment la liaison alixers partenaires via leur domaine PTB
(Fig.24).

Partie carboxy-terminale et fonctions de Dok-1 et Dk-2

Les parties carboxy-terminales des membres dent@lé Dok correspondent a la partie la
moins conservée entre les 7 membres de cette éarflidpendant, Dok-1 et Dok-2 présentent de
fortes similitudes dans cette partie contenantédgfiites tyrosines contenues dans un motif
consensus permettant la liaison avec un domaine(Sbki2gyang et al., 2001), ainsi que plusieurs
motifs «poly-proline» permettant la liaison avec un domaine SH3 (Rikét al., 1994).
L’ensemble de ces sites « accepteurs » de protémgsermettre de réguler diverses fonctions
essentielles au niveau de voies de signalisatilulaiees.

Régulation négative de la voie Ras/MAPK

Les molécules Dok-1 et Dok-2 présentent des mofXgP phosphorylable capable de
reconnaitre le domaine SH2 du facteur d’échange/GDP de la petite protéine GTPase Ras,
p120%¢*" (Yamanashi and Baltimore, 1997). Ainsi cette aisgimn Dok/RasGAP, va permettre
le recrutement de RasGAP au niveau des RTKs actpasnettant la conversion de Ras-GTP
(forme active) en Ras-GDP (forme inactive), et iamactiver la voie ERK/MAPK (Campbell et al.,
1998). Dok-1 et Dok-2 sont largement identifiés amendes régulateurs négatifs de la voie
Ras/MAPK de par leur association avec la protéineGRAP empéchant I'activation de la protéine
Ras (Campbell et al., 1998), ceci sous divers técep exprimés sur des cellules non
hématopoiétiques tels que c-Ret (Murakami et @022 ou 'EGFR (Zhang et al., 2004), mais
également sous divers récepteurs de cellules lyfdphotels que la molécule CD2 (Nemorin et al.,
2001), le BCR via l'association de Dok-1 par l'imeediaire de SHIP-1 sous le récepteuyRatB
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(van Dijk et al.,, 2000), mais aussi les réceptedes cellules myéloides tels que eRt
(macrophages) (Hiragun et al., 2005) ou TLR4 (¢tefludendritiques) (Shinohara et al., 2005)
(Fig.25).
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Fig 25_Fonctions des membres de la famille Dok
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Régulation de protéines Tyrosine Kinases

Les protéines Dok-1 et Dok-2 seront égalementlidapale se lier a de nombreuses PTKs.
Dok-1 et Dok-2 ont initialement été identifiés comrdes substrats de I'oncoprotéine Bcr-Abl
(Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998usieurs études ont montré que Dok-1 et Dok-2
se lient a Abl et sa chimere pro-oncogénique Bdi-gia leurs domaines SH2 ou SH3 (Master et
al., 2003; van Dijk et al., 2000). D’ailleurs cetfexation permettra l'augmentation de la
phosphorylation de Dok-1 et Dok-2. D’autres PTKassocient a Dok-1 et Dok-2, c’est le cas des
membres des familles Tec et Src qui peuvent égalepteosphoryler Dok-1 et Dok-2 (Nemorin
and Duplay, 2000; Shah and Shokat, 2002; van Dig.e2000; Yoshida et al., 2000). De maniere
intéressante, il existe une sorte de rétrocontn@gatif de I'activité de ces kinases lors de leur
fixation aux molécules Dok qui va permettre I'inttidn de I'activité PTK de Tec ou Src (Gerard et
al., 2004 ; Shah and Shokat, 2002). D’autre parialson de la PTK Csk avec Dok-1 phosphorylé
permet de rapprocher Csk de ses substrats majaarsant les Src kinases et d’inactiver les Src
kinases par phosphorylation de leur résidu tyrostaeboxy-terminal (Zhao et al., 2006).
L'interaction des membres de la famille Dok avexs dPTKs est généralement percue comme
nécessaire pour leur phosphorylation, plusieurdestuapportant une régulation négative en retour
de cette phosphorylation créant ainsi une sortbaleele d’activation/inhibition, ou les protéines

Dok-1 et Dok-2 pourraient jouer un role de freirupéviter I'activation anarchique de ces kinases.

Régulation du cytosquelette

La partie carboxy-terminale de Dok-1 et Dok-2 alément été impliquée dans leur
interaction avec différentes molécules adaptatribedk-1 et Dok-2 sont capables d’interagir avec
les molécules Nck (Noguchi et al., 1999; Wick et aD01; Woodring et al., 2004; Zhao et al.,
2001)(Dok-1) (Jones and Dumont, 1999; Jones etl@P9b; Lock et al., 1999)(Dok-2) et Crk
(Abramson et al., 2003). Crk doit certainementraxg avec les tyrosines contenues dans le motif
YxxP. Dok-1 et Dok-2 interagissent avec le dom&ait2 de Nck via la tyrosine en position 362
(pour Dok-1) (Wick et al., 2001) ou en position 3pbur Dok-2) (Lock et al., 1999). Dok-1 est
également capable d’interagir avec CrkL (Martetliag, 2001). Ces trois molécules font partie
d’'une superfamille de molécules adaptatrices cugsis de domaines SH2 et SH3 ; un de leur réle
prépondérant correspond a leur capacité a prompolevoéseau d’actine (Buday et al., 2002 ; Feller,
2001). L'interaction entre les membres de la faarilbk et des adaptateurs régulant la formation du

cytosquelette suggére un réle pour les membres dantille Dok dans ce phénomene. Il a été
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suggeéré un role positif dans la migration celldawec les molécules Doks se retrouvent associees
a Nck (Jones et al., 1999b; Woodring et al., 200@r) peut imaginer que Dok-1 constitue une
plateforme de recrutement pour adresser spécifigneck au lieu de son action. D’ailleurs une
étude intéressante fait état d’'une surexpressionakel dans des cellules CHO-IR qui induit une
augmentation de la migration en réponse a la ficbine ou l'insuline. Cette stimulation nécessite
la présence du domaine PH ainsi que la liaison k& pdwr fonctionner (Noguchi et al., 1999)
(Fig.25).

Régulation du métabolisme lipidique et de la calcém

Enfin, il a été montré des associations de Dok-Dak-2 avec des enzymes régulant le
métabolisme des lipides tels que REL la sous unité p85 de la PI3K ou la phosphea#®-1 via
leur domaine SH2 (van Dijk et al., 2000). De mamiétonnante, il a été montré que I'association
entre Dok-1 et SHIP-1 pouvait s’effectuer d'unetpar le domaine PTB de Dok-1, mais d’autres
part par le domaine SH2 de SHIP-1 sur les tyrosiesphorylées de Dok-1, les deux interactions
apparaissent d’ailleurs importantes pour I'actidlté complexe (Dunant et al., 2000). Ces données
suggerent un role éventuel de Dok-1 et Dok-2 dansdfulation lipidique. Mais également la
liaison de Dok-1 avec la P&l observée dans les lymphocytes T (Harriague ,€2@00; Hubert et
al., 1993) et les macrophages (Ott et al., 2002ygére un rdle dans la régulation de la voie
calcique. En effet, la surexpression de Dok-1 es dlinhiber la phosphorylation de la Py, va

freiner la mobilisation de calcium intracellula{féemorin et al., 2001).

Les membres de la famille Dok sont capables dagie avec une guantité importante de
molécules. Les domaines PH et PTB sont a I'heuteelie plutét impliqués dans des processus
permettant le recrutement des molécules Dok a miitkide leur site d’action. La partie carboxy-
terminale, par contre, semble impliqguée dans leutement de différentes protéines a proximité de
leur substrat. L’étude de la structure des membecka famille Dok, et surtout I'identification de
leurs partenaires a permis de comprendre plusg@m@ent leur fonction dans différents processus

cellulaires.

Dok-1 et Dok-2, molécules suppresseurs de tumeurs ?

Dok-1 et Dok-2 ont initialement été identifiés amen des substrats de I'oncoprotéine Bcr-
Abl (Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al99Ba). En effet, les molécules Dok-1 et Dok-2 ont
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ainsi été identifies a I'origine comme des molésuteyperphosphorylées dans les leucémies
myéloides chroniques (CML) (Carpino et al., 1997 (liistofano et al., 1998a). Il est admis que la
plupart des patients atteints de CML possédentranslocation t(9 :22) aboutissant a la génération
d’'une kinase chimérique constitutivement active-Bbt. Le croisement entre des souris déficientes
pour les genedok-1etdok-2avec des souris transgéniques pour la constructionere Bcr-Abl,

ont démontré une accélération dans la phase de ldastique de la LMC, résultant ainsi en une
mort plus rapide de ces souris (Niki et al., 2004suda et al., 2004). Cette observation suggérant
un réle tumeur suppresseur des molécules Dok-1 ai-ZDdans ce type de pathologie. Ces

molécules réguleraient Bcr-Abl de maniere négaiNiki et al., 2004; Yasuda et al., 2004).

De plus, ces souris doublement invalidées pourgksesdok-1 et dok-2 (Dok DKO)
développent un syndrome myéloprolifératif assimilé leucémies myélo-monocytaires chroniques
(LMMC), impliguant une splénomégalie ainsi qu'ungfrplasie des progéniteurs de granulocytes
et des macrophages, ayant un potentiel leucémibjile ét al., 2004; Yasuda et al., 2004).
D’ailleurs de maniére intéressante, les cellule®lpiges de ces souris présentent une réponse
proliférative plus importante en réponse a deskizts (Yasuda et al.,, 2004), mais présentent
également une augmentation de l'activation des MAPBPYK-1/Erk-2 (Niki et al., 2004). Ces
dernieres observations suggérant que Dok-1 et DekfAblent jouer un rble essentiel dans le
contrdle de I’homéostasie du compartiment héma&jopie et sans doute en tant que suppresseur

de tumeur.

Dok-1 a également été impliqué dans d’autres tgieeleucémies. Le gemmok-1est présent sur le
chromosome 2p13 chez ’homme. Cette région estigugé dans la translocation t(2 :14) associee
aux leucémies lymphoides chroniques (CLL) et auxdenies lymphoides B aigues (B-ALL). La
présence du gerank-1a proximité de ce point de translocation pouratitrainer une dérégulation
de I'expression de Dok1, ou de sa fonction (Nelired.e 1998). Quant a lwlok-2est présent sur le
chromosome 14 chez la souris, et lié au Iduughairless) Les souris homozygotes pour l'alléle
hairless (locus hairless muté)hf/hr) sont tres susceptibles aux leucémies lymphoegaet

présentent une lymphoadénopathie ainsi qu'une spiégalie (Cachon-Gonzalez et al., 1994).

De plus des tesia vitro de colonnies en agar de cellules NIH-3T3, montoem Dok-1 inhibe la
transformation cellulaire induite par la PTK Srof8yang Z. et al., JBC, 2001).

L’ensemble de ces observations suggére que DokBbket2 pourraient étre de bon candidats en
tant que suppresseur de tumeur et laissent a pegudene mutation génique ou une délétion
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génique dealok-1et/oudok-2 pourrait aboutir a des phénomenes de canceérisdéing le systeme

hématopoiétique.
Fonctions de Dok-1 et Dok-2 dans le lymphocyte T

Comme évoqué précédemment, Dok-1 et Dok-2 sontipatement exprimés au niveau des
lymphocytes T. L'ensemble des fonctions décrites @igk-1 et Dok-2, sur les voies de
signalisations cellulaire, vont avoir un impact ewaj sur les compartiments hématopoiétique en

général, mais sur le lymphocyte T en particuliar,lsquel je vais me focaliser ici (Fig.6).

Dok-1 et Dok-2 sont retrouvées phosphorylées suiige stimulation du TCR, cet état de
phosphorylation qui est d’ailleurs associée a satfon inhibitrice (Dong et al., 2006). De pluss le
auteurs montrent que Dok-1 et Dok-2 font partienddomplexe multimoléculaire, formé de SHIP-
1, Grb2 et LAT. De maniére intéressante, la phogpation de Dok-2 sous le TCR semble
dépendante de I'expression de LAT et SHIP-1, swgdéainsi que LAT pourrait s’associer au
complexe multimoléculaire de Dok, en s’associal@HP-1(Dong et al., 2006). Il avait déja été
précédemment suggéré un complexe inhibiteur DoKPSHGrb2 (Damen et al., 1996). Enfin, de
maniere plus étonnante, ce complexe permettraithibition de kinases essentielles durant
I'activation T, telles que ZAP-70 et AKT (Dong €lt,a2006). Cette étude est la premiére a se
focaliser sur la phosphorylation de Dok TCR-induRar le passé, Dok-1 et Dok-2 ont surtout été
étudiés sous des molécules d’adhérence telles B2gBoulay et al., 2005 ; Harriague et al., 2000;
Nemorin and Duplay, 2000 ; Nemorin et al., 2001)Gb28 (Klasen et al., 1998 ; Michel et al.,
2001). On pensait d'ailleurs, que le signal inl@bit observé pour Dok-1 et Dok-2 lors d'une
réponse lymphocytaire T suite a I'engagement avee APC était plus did a l'activité de ces

corécepteurs que du TCR lui-méme.

Au niveau fonctionnel, les souris déplétées posirdeux génedok-1 et dok-2 (DKO) ont montré
une réponse proliférative plus importante ainsuqe’sécrétion cytokinique plus intense suite a une
stimulation du TCR (Yasuda et al., 2007). De plas,cellules CDZissues de souris déplétées en
Dok-1 ou Dok-2 ont une prolifération plus élevéasaiqu’'une production d’IL-2 plus importante
(Yasuda et al., 2007). Enfin, la surexpression d&-D ou Dok-2 dans des cellules T stimulées par
le TCR présentent une activation moindre de ZARI@endrant une baisse de la phosphorylation
de LAT et ERK (Yasuda et al., 2007).

L’ensemble de ces observations montrent que DakBlok-2 sont des molécules importantes dans
les boucles de rétro-contrdle du signal activateduit par le TCR (Acuto et al., 2008; Mashima et
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al., 2009). Reste cependant a déterminer la mad@reces protéines vont étre recruté sous le TCR
activé. En effet, il est intéressant de noter, lgusurexpression de deux protéines mutantes de Dok-
1 dans un modéle cellulaire T, 'une délétée de dmmaine PH, l'autre mutée au niveau de la
tyrosine de l'inter domaine (PH-PTB), sont capathéelever I'inhibition induite par la protéine
entiere ; tandis que la délétion de la partie teate n’est pas suffisante pour lever linhibition
(Yasuda et al.,, 2007). Ceci suggere donc deuxstyjse recrutement, soit via Il'utilisation du
domaine PTB, qui aurait la capacité de se lier motifs ITAM phosphorylés ou a d’autres
molécules telles que SHIP-1 notamment (Dong et 2006; Yasuda et al., 2007 ), soit via
I'interaction de son domaine PH avec des ligandsspholipidiques (Zhao et al., 2001). Les deux

domaines apparaissent essentiels a la fonctiohitribe de Dok-1.
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Résultats Expérimentaux
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Article 1 :

Régulation des protéines Dok-1 et Dok-2 par le Ptds5P durant I'activation

lymphocytaire T

Introduction

Au tout début de ma these, les molécules Dok-1ai-Détaient clairement reconnues en
tant que molécule a vocation inhibitrice lors d’wawivation lymphocytaire T (Gerard et al., 2004;
Nemorin et al., 2001). Mais les résultats du latmre, notamment sur les lignées T Jurkat (lignée
leucémique humaine) et les cellules DWT6.11+/- (lddgme T murin transfecté de facon stable
avec la molécule CD28 humaine (Pages et al., 198wntraient une phosphorylation des
molécules Dok-1 et Dok-2 principalement lors dedjagement des molécules d’adhérence CD2 et
CD28, et en moindre proportion sous le TCR (Klaseal., 1998; Nunes et al., 1996; Yang et al.,

1999). Ce sont ces modeles et concepts que jaipulénau début de mon travail de these.

Les résultats bien établis des mon arrivée faisatt de I'importance fonctionnelle du domaine
PH des molécules Dok-1 et Dok-2, suite a une castition CD3 + CD28 dans les cellules T Jurkat
(Audrey Gérard). J'ai ainsi bénéficié, au début mi@ thése, d'une large gamme d’outils
(constructions plasmiques diverses) pour I'étudéadenction des molécules Dok-1 et Dok-2. La
collaboration avec le laboratoire du Pr. Bernargr®stre (Centre de Physiopathologie de Toulouse-
Purpan) avait déja débuté, les résultats prélimesaien fat-blot permettaient d’exclure les
PtdIns(3,4,5)Pcomme ligand des domaines PH. Ce premier résulitdit d’'ailleurs pas vraiment
attendu, car les résultats de la littérature (Zlhoal., 2001) soulignaient I'importance du
PtdIns(3,4,5)R pour le recrutement des molécules Dok-1 et DokiZnaveau de la membrane
plasmique via leur domaine PH. D’ailleurs les premmirésultaté vitro indiquaient une liaison aux

mono-PtdInsP ou ce dessinait déja la possibili@e&'relation avec lePtdIns5P.

Venant d’'une formation d’immunologie, il est vrpie la premiére difficulté a été d’essayer
d’appréhender du mieux possible ce nouveau mond¢aignt les phosphoinositides. Deux articles
fondamentaux ont permis de faire avancer énormémesntonnaissances sur le PtdIns5P et y
contribuent toujours actuellement. Tout d’aborddécouverte de cette enzyme procaryote IpgD
permettant de générer « artificiellement » du P8 issues d’'une collaboration entre les équipes
francaises du Pr. Philippe Sansonetti (InstitutdRas Paris) et du Pr. Bernard Payrastre a Toulouse
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(Niebuhr et al., 2002). L’'année suivante, c’estpu@mier domaine de reconnaissance, le domaine
PHD d’'ING-2 qui est identifié par Or Gozani et seflaborateurs (Gozani et al., 2003). A partir de
la, tout semble réunit pour élucider les fonctieh$ocalisations du PtdIns5P. La collaboration avec
le laboratoire toulousain de Bernard Payrastre ysnas permis d’avoir accés a ces outils

prometteurs.

Le but de notre projet était ainsi de confirmer fésultats obtenus vitro pour déterminer la
spécificité de ligand des domaines PH. Ceci pax degériencesn vitro, d’'une part le fat-blot
(dans ce cas, les phospholipides sont déposésisumambrane de nitrocellulose), d’autre part, la
résonnance plasmonique de surface (dans ce cagyhlespholipides sont insérés dans des
liposomes), dont I'accés nous a été possible géatee mise en place d’'une collaboration avec
I'équipe du Pr. Pascale Zimmermann a I'Universiéélduvain, Belgique. Grace a la technique de
dosage en masse, nous voulions également démdatrg@roduction de Ptdins5P lors de
'engagement de TCR ou de la molécule CD28 en s&imiwdans un premier temps des lignées
cellulaires T avec des anticorps CD3 et/ou CD28finEndémontrer des éventuels effets

fonctionnels du PtdIns5P sur la fonction des md&scDoks.

Cependant, nous avons rencontré des probléemeslesrdosages du PtdIns5P dans les
modeles cellulaires Jurkat et DWT6.11+/-. En effe§ résultats enregistrés ne semblaient pas
vraiment reproductibles, mais surtout présentaientaux basal important de PtdIns5P par rapport
aux taux relevés sur des cellules au repos haleitneht (c.a.d. quasi-indétectables). De plus, ces
modeles cellulaires n’expriment pas les enzymes @ié métabolismes des phosphoinositides tels
qgue PTEN et SHIP (Abraham and Weiss, 2004 ; Freektiral., 2002) ce phénotype explique
d’ailleurs largement I'activation anormale d’AKT mka ces cellules. Drailleurs, [l'utilisation
extensive de ces modeles cellulaires mutés powxpltquer pourquoi on n’a que peu de certitudes
sur l'activité de la PI3K sous le TCR dont la réperpourrait étre altérée. C’est pourquoi nous
avons opté pour l'utilisation du seul modele celitd T présentant ces deux phosphatases non
mutées a savoir les cellules HUT-78. Cette lignéesna gracieusement été cédée grace au Dr.
Frédériqgue Michel (Institut Pasteur, Paris). L'néede cette lignée résidait en plus dans le fait

gu’elle exprimait Dok-2 phosphorylé lors de I'engatent du TCR (Dong et al., 2006).

Ainsi, nous avons pu démontrer une augmentatiprodeictible de PtdIns5P suite a une
stimulation du TCR et ceci en corrélation compla#ec la phosphorylation de Dok-2. De plus,
I'utilisation d’lpgD nous as permis de démontremlaosphorylation de Dok-1 et Dok-2 de fagon
Ptdins5P dépendante. Enfin, nous avons identifi@l@naines PH de Dok-1 et Dok-2 comme des
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ligands du PtdIns5P. La présence de ces domainessPirhportante dans la phosphorylation et la
fonction inhibitrice de ces molécules Doks a lasfalans des lignées cellulaires T ou des
lymphocytes T humains issus du sang périphérigéerivdant ainsi un réle original du Ptdins5P

dans les voies de signalisation lymphocytaire T.
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Discussion et résultats complémentaires

Notre étude a permis de suggérer un rble du FBIrdans la régulation de la réponse
lymphocytaire T, par le biais des molécules Dokt1lDek-2. C’est d'ailleurs la premiere fois
gu’une étude se focalise de maniere précise digaled de ce type de domaine PH, son importance
avait déja été suggérée quant au recrutement delBkDok-2 sous des RTKs, tout comme le
domaine PTB (cf. Introduction - partie Ill). Aingotre étude permet de suggérer le recrutement des
protéines Dok-1 et Dok-2 au niveau de la membradagnmque sous le TCR via leur domaine PH.
Une partie de mon travail s’était dirigé vers ld&upar immunofluorescence de ce phénomene.
Cependant, les outils que nous avons mis en plageuns ont pas permis de valider totalement le
recrutement direct des molécules Doks par le PsAn&nsuite, nous avons réalisé divers dosages
sur les autres lignées lymphocytaires T dont DWI#6/4 ceux-ci montraient également une
augmentation de PtdIns5P sous les diverses stionsa€CD3, CD28 ou CD3 + CD28. Il pourrait
s’avérer intéressant par la suite de comprendneolde de régulation de la production de PtdIns5P.
Les résultats complémentaires suivants, n'ont gasirelus dans larticle , mais montrent la

démarche entreprise pour répondre a ces questions.

Recrutement de Dok-1 et Dok-2 au niveau de la meméne plasmique en présence de
PtdIns5P

Afin de relier le PtdIns5P au recrutement de Do&t1Dok-2 au niveau de la membrane
plasmique, des expériences d’'immunofluorescenceéténéaliseées. Notamment, la transfection en
cellules COS-7 de diverses constructions codant gesi protéines de fusion Dok-1 GFP, telles que
la protéine entiére, délétée de son domaine PH doraine PH seul. De plus, les cellules ont été
co-transfectées on non avec les constructions gigjDetée épitope Myc ou un mutant inactif IpgD
CS (Fig.26). Il semblerait d'apres cette expériemee le domaine PH soit relocalisé au niveau de la
membrane plasmique en présence d’lpgD WT et dorfetdims5P. Cependant, il reste difficile de
conclure avec ce type d’expérience pour deux tgeesaisons. D’'une part, on ne peut pas affirmer
la réelle expression de ces constructions myc Ipg0 ou CS). D’autre part, I'expression du
domaine PH est relativement diffuse dans I'enserdbleytoplasme, ne permettant pas de localiser

précisément le ligand du domaine PH.
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APHDok1 Cellules Cos-7

PHDok1

Iig.26. Recrutement du domaine PII de Dok-1 a la membrane plasmique suite a la surexpression

d’IpgD.

‘Iransfection des cellules Cos7 selon le cas avec Dok-1 GFP, APHDok-1 GFP ou le PH de Dok-1
GFP. En plus est réalisée une co-transfection avec la construction IpgD WT ou IpgD CS (nmtant
inactif) pendant 12h. Le pourcentage indique 1a quantité de cellules présentant des caractéristiques
équivalentes i 1a photo (n>>40). (Andrey Gérard)

C'est pour cela que nous avons tenté de fabriquernouvel outil plus précis de
reconnaissance du PtdIns5P en créant une cassetemant un tandem de domaine PH de Dok-2.
Ce genre de stratégie est relativement admise paunettre d’augmenter la spécificité de liaison
aux phosphoinositides (en particulier dans les dms domaines FYVE) (Gillooly et al., 2000).
L’expression de cette construction 2x PH Dok-2-GERetrouve de maniere étonnante au niveau
de la membrane plasmique dans tous les modéleslabeds testés (Hela, Hut-78, Jurkat,
DWT6.11+/-) (Fig.27). Nous avons ainsi tenté le reétype d’approche que précédemment, a
savoir transfecter cette nouvelle construction e#sgnce ou non de myc IpgD que nous avons
détecté avec un anticorps anti-Myc épitope mampuex le fluorophore Alexa 594 (rouge). En
paralléle, nous avons utilisé en tant que conpokstif la construction 3X-PHD ING-2 décrite dans
la littérature (Gozani et al., 2003) (Fig.28).
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T'ig 27. Expression des sondes de Dok-2 GI'P dans la lignée cellulaire T, Jurkat (clone JA16).
Transfcctions pendant 24h des constructions plasmidiques cxprimant la GFP ou des protéines de
fusion GFP : PH Dok-2 GFP ou 2xPH Dek-2 GFP par électroporation (20pg) (selon le protocole
indiqué dans I’article).

Une relocalisation des deux sondes au niveau dosaltest observée. Le 2xPH Dok-2 est a
I'origine a la membrane plasmique (ou péri-meméana), tandis que le 3xPHD ING2 a l'origine
nucléaire se relocalise au niveau cytosolique vaite petite partie au niveau de la membrane
plasmique, résultat en accord avec la littérat@ezéni et al., 2003). En fait, nous observons avec
la sonde 2xPH Dok-2, I'effet inverse de celui atienCeci implique peut étre di a un changement
dans la reconnaissance de ligand avec la diménnsakes domaines PH. L'expression observée
ainsi que la relocalisation s’apparentent clairetmearec les résultats observés pour les sondes
spécifiqgues des PtdIns(4,%)On peut ainsi argumenter sur le fait que, darsatede cette sonde,
c’est plutét la disparition de PtdIins(4,5)ui serait a I'origine de la relocalisation dereatonde.
Cela dit, il serait tres intéressant de tout de sé&stein vitro la liaison de ce tandem de domaines
PH aux différents Pls. Enfin, il parait clair ddiemsemble de nos expériences réalisées de I'impact
important de I'expression d’lpgD sur le cytosquieete la cellule, qui a tendance a ne plus avoir sa

morphologie caractéristique fusiforme, mais tersthérondir (Fig.28).
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Fig 28_Relocalisation des sondes 2x PH Dok-2 et 3x PHD ING-2 en présence d’IpgD.

Les cellules Hela ont él¢ tranfectées (Lipofectamine) avec les constructions 2xPH Dok-2 et 3xPHD
ING-2 pendant 24h. 18h aprés tranfection, une deuxiéme transfection est réalisée avec 1a construction
IpgD WT pendant 6h. Aprés fixation, les cellules ont subi un marquage en immunofluorescence avec
un anticorps anti-Myc couplé au fluorophore Alexa 594. Les diagrammes a c6té des photos
représentent les intensités de fluorescence.

Dosage en masse de PtdIins5P dans les cellules DWI6/-

Avant d’arriver a doser de maniére reproductibke teux de PtdIns5P dans les cellules
HUT-78 et avec toute l'aide de I'équipe du Pr. BechPayrastre, de nombreux dosages ont été
réalisés sur les hybridomes T murins DWT6.11+/5 cellules avaient déja été utilisées pour
mesurer les taux de Ptdins(3,4.5)8uite a 'engagement de la molécule CD28 (Pagak,€1994).
Comme mentionné précédemment, dans ce systemdiokphmorylation de Dok-1 et Dok-2 est
retrouvée de maniere importante sous le coréce@®28 (Yang et al.,, 1999) plus faible sous
stimulation du TCR et intermédiaire a la suite desix stimulations (Fig.29). Nous avons ainsi
tenté de mesurer les variations de PtdIns5P sosisdiserses stimulations. Malheureusement,
malgré un grand nombre d’expériences différentes,été tres difficile de trouver une régulation
aussi fine dans ce modéle cellulaire. A noter, lgsecellules HUT-78 n’expriment pas CD28, c’est
pour cela que nous n'avons pas réalisé le mémedgxérience avec ce modele. En tout état de
cause, dans les cellules DWT6.11+/-, ainsi quecédsiles Jurkat (clone JA16) (Audrey Geérard,
Caroline Pendaries & Bernard Payrastre, données puiniiées), il y a une tendance a une

augmentation de PtdIinsb5P sous ces diverses stiondat Cependant, méme critique que
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précédemment soulevé, les variations importantesirées entre les diverses expériences dans ces
modeles cellulaires ne permettent pas de conchatestsyuement, sans doute di au fait que le
métabolisme des phosphoinositides est énormémecitdopar I'absence de PTEN et SHIP-1 dans

le systéeme, aboutissant a une régulation anarcliguz cellule.
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Fig.29. Dosages ¢n massc de Ptdins51® réalisés dans des hybridomes ‘1’ murins transfectés avee la
molécule CD28 humaine, cellules DWT6.11+/-.

Les cellules ont été stinmlécs par des anticorps dirigés contre C1D3, C1)28 ou CI23 + 28 pendant 2min
a 37°C. Les deux mesures sont indépendantes et représentent la moyenne de 2 expériences chacune.
Chaque histogramme représente le taux d’induction de Pldins3F du point stimulé par rapport d la
cellule am repos (non-stinmlé: NS). Le Western blot représente la phosphorylation des molécules Dok-
1 dans les mémes conditions. Les dosages ont été réalisés au laboratoire du Pr. Bemard Payrastre
(CPTP, Toulouse), et ont été réalisés comme décrit dans 1’article (Guittard G. et al_, J. Immunol,,
2009).

Bien entendu, le systéme idéal pour observer ceatims serait I'utilisation de T primaires
stimulés pour le dosage. Cependant, un obstackhodi reste le nombre de cellules nécessaire
pour faire un point de mesure (si 20.#uivalents cellulaires sont utilisés par pointélisant la
lignée HUT-78, il faut au minimum inclure 200%1€quivalents cellulaires par point en utilisant des
cellules T primaires). Une stratégie qui pourrdite éenvisagé a l'avenir, serait d’exprimer la
molécule CD28 de maniere stable dans les celluld3$-F8, en espérant se rapprocher le plus
possible du modele physiologique des T primaires.type d’approche permettrait pourquoi pas
d’étudier plus précisément les augmentations dngG@ relevées suite aux stimulations CD3 et
CDz2s.
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En conclusion, nous avons montré dans notre adistele TCR stimulé provoque la production de
Ptdins5P. Mais nos expériences menées dans less autvdeles cellulaires nous ont permis de
suggérer que cet évenement n'est peut étre pasiseyamnent retrouvé sous le TCR, mais
également suite a d’'autres stimuli notamment der$engagement de molécules de costimulation

telles que la molécule CD28.

Conclusion, perspectives :

A la suite de cette étude, il reste plusieurs tpes qui restent en suspens. Notamment,
guelle est la kinase qui va engendrer la phospatioyl de Dok-1 et Dok-2? De plus, il semble
étonnant de voir que dans notre systeme, que l&amel Ptdins5P est capable de réguler un
mécanisme inhibiteur , tandis que dans d’autresesyss cellulaires, celle-ci est capable de

favoriser des voies de signalisation activatriedles que la voie de survie PISK/AKT.

Enfin, la phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 st stimulation du TCR est trés rapide et
intense dans des cinétiques inférieures ou égakesnan, pour décroitre par la suite a un niveau
presque basal a 10 min de stimulation. Ceci suggknex choses, d'une part, la kinase
phosphorylant Dok est trés rapidement recrutée OUER, et comme on I'a vue le candidat idéal
a la phosphorylation de Dok dans un tel systemeesimait étre les PTKs de la famille Src. D’autre
part, méme constat pour la production de PtdinggRe-ci s’effectue tres rapidement suite a la
stimulation du TCR, suggérant également qu'uneddéipkinase ou phosphatase va se retrouver
recrutée sous le TCR ou a proximité, et permettrsyhthese précoce de PtdIins5P. D’ailleurs cette
production trés précoce privilégie I'hnypothese sellaquelle il existerait un pool de PtdIins5P au

niveau de la membrane plasmique.

Pour conclure, nous pensions avoir trouvé un doenpisuvant lier le Ptdins5P de maniéere tres
spécifigue au vue des expériences de fat-blot. ke, les résultats en BlAcore, technique plus
sensible pour la mesure des affinités, a montrédanble spécificité Ptdins5P et Ptdins4P. Il n’en
reste pas moins que le PtdIns5P va clairementenfur la régulation de la phosphorylation de
Dok-1 et Dok-2.
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Article 2 :

Le PtdIns5P, un acteur des voies de transduction teatrices durant la

stimulation lymphocytaire T

Introduction

A la suite du premier article, nous avons décigdéaus intéresser de maniére plus générale
a I'impact du PtdIns5P sur les voies de signalisalymphocytaire T. Etant donné que le PtdIns5P
augmente sous une stimulation du TCR, nous avame e déterminer son influence sur les
acteurs des complexes initiateurs du signal TCRpyaeticulier les PTKs de la famille Src, ZAP-70
et son substrat, la protéine adaptatrice, LAT. Das,plors de notre collaboration avec P.
Zimmermann pour nos expeériences de BlAcore, noossatesté I'ensemble des domaines PH des
membres de la famille Dok exprimé dans les lymphexyl activés a savoir Dok-1, 2, 4 et 5. De
maniéere intéressante, cette étudeitro nous a permis d’identifier le domaine PH de Dolethme
un ligand sélectif du Ptdins5P. Ainsi, pour ceteande étude, nous avons décidé de sonder les
voies de signalisation lymphocytaire T, a l'aide adkux outils, d’'une part, IpgD afin d’étudier
I'impact du PtdIins5P, d’autre part, nous avonssdétite nouveau domaine PH de Dok-5 comme un

outil, pour la séquestration du PtdIns5P sous timakation du TCR.

De maniére surprenante, il nous a été possiblewtifier une induction de la phosphorylation des
Src kinases et AKT suite a la transfection d’lpgDaestimulation du TCR, observation inversée
lors de la co-expression du domaine PH de Dok-5tteC@hosphorylation induite par

'augmentation de PtdIins5P semble tres caractguisticar elle n’engendre pas la phosphorylation
de ZAP-70 et de son substrat, LAT ainsi que les MABRK-1/2. L’ensemble de ces résultats
suggérant un réle activateur du PtdIns5P dansivaan lymphocytaire T. Ici sont rassemblées

toutes les données, permettant une soumissiongrech JBC Accelerated publication.
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Summary

PtdIns5P is emerging as a potential lipid messemy@ived in several cell types, from plants to
mammals. Accordingly, Ptdins5P level have been ntdgereported to increase during T cell
activation. Here, we investigated Ptdins5P impaat To cell signaling by expressing IpgD a
Ptdins(4,5)R 4-phosphatase fronShigella flexnerii which promotes intracellular PtdIins5P
production. Our results show that IpgD expressimfuces Src-kinase and Akt activation, but not
ERK activation and enhances IL-2 promoter activityT cells. Moreover we identify the PH
domain adaptor protein Dok-5 as a new potent PB#Hnbinding domain. Expression of this
PtdIins5P interacting domain blocks IpgD-induced dll activation and selective signaling
molecules downstream to TCR triggering.Altogethieese data suggest that Ptdins5P may play a
sensor function in setting the threshold of T @adtivation and contributing to maintain T cell
homeostasis.
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Introduction

Phosphoinositides ( PlIs) are constituents of meimbranes playing a critical role in cell
signaling pathways. Their biosynthesis is tightlggulated by several lipid kinases and
phosphatases, which disruption can give rise versé pathologies (1) . Among PIs, PtdIns5P is
emerging as a potential lipid messenger (2-3). dddenhanced tyrosine phosphorylation reveals
detectable cellular PtdIns5P levels in epitheliglsc(4). Moreover, stimulation of some receptor
tyrosine kinases such as the insulin receptor ieslacPtdIns5P increase (5). In hematopoietic cells,
it has been reported an increase in Ptdins5Pdewalells expressing the oncogenic tyrosine kinase
nucleophosmin anaplastic lymphoma kinase (NPM-ALK)chimeric protein found in the large
majority of anaplastic large cell lymphomas (ALCLS$). In blood platelet, thrombin stimulation
can also increase PtdIns5P production (7). Diffepaols of Ptdins5P have been identified such as
the plasma membrane, endosomal compartments amiitheus (3). Altogether, these data suggest

that PtdIns5P is entering in the large investigafield of signalling pathways.

The PtdinsPs species mediate signals through thieding to proteins containing specific
interaction domains (8). Interestingly, we foundatttDok-1/Dok-2 pleckstrin homology (PH)
domains bindn vitro to Ptdins5P (9). Previous studies had identifidXA and ING2 plant homeo
domain (PHD) as PtdIns5P binding module (10-11).BMmv it remains still essential to identify
more and selective PtdIns5P binder modules inraimdoetter characterize its function. In this
study, we identify a more specific Ptdins5P partmaboring a strong binding for PtdIns5P species,

the PH domain of another Dok family member, Dok-5.

The nature of PtdIins5P effectors is still poorlyom. Bacterial infection byshigella flexnerii
generates, via the virulence factor IpgD, Ptdinabkhe plasma membrane of the host cells leading

to Akt activation (12-13).
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T cells are a major cell type from the adaptive ume system that is involved in controlling the
immune response. T cell activation is initiated thg stimulation of the T cell receptor (TCR).
Production of the Pls species such as Ptdins(P4t&s been reported to act as a key checkpoint in
T cell signaling (14). Recently, we observed th&dids5P is produced in T cells upon TCR
triggering and leads to Dok-1 and Dok-2 tyrosin@gghorylation, suggesting that PtdIns5P is a

second messenger downstream of TCR stimulation (9).

Using PH-Dok-5 as a tool to sequestrate cognatt$iR, as well as IpgD to artificially increase
the pool of PtdIns5P, we found that PtdIns5Ps radead required for T-cell signaling. Altogether
our data argue for an early impact of Ptdins5Prduii cell activation. Ptdins5P seems to be a
newly identified key player in T cell signaling &dIns5P is able to activate Src family tyrosine

kinases and the Akt pathway that are crucial in Tell ¢ activation.
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Experimental procedures
Culture cells and transfection

Hut-78 T cells were grown in RPMI 1640 medium sappénted with 10 % heat inactivated FCS, 2
mM L-glutamine, and 1 mM sodium-pyruvate. Hut-78dls (10 x 16) were electroporated at 960

UF and 250 V using the GenePulser Xt&(BioRad) during indicated time.
Plasmid constructs

The construcf3SDNA4HADOk-5 corresponding to the wild-type (WT) Hiéngth human Dok-5
cDNA tagged with HA epitope in the 5’ end, was ganed by subcloning of pPGEM-T easy vector
containing HA tagged Dok-5, described previouslyp)(linto the BDNA4 vector, using the
restriction site Notl. The Dok-4 and Dok-5 PH donsafused to the GST protein were obtained by
PCR amplification from human Dok-4 (16) or humankEztagged HA epitope both BDNA4
expression vector. The PCR products were sequeanddcloned in pGEX-4T3 (Amersham

Biosciences Limited, England, UK).

The Dok-5 PH domain tagged GFP construct was getely PCR amplification from pGEX-4T3
PH-Dok-5 using the following primers sense 5’-ggdgga@tggcttccaattttaatgacatagtgaagcaaggg-
3’'(Xhol site added) and antisense 5’-gcggcgaattggatccgtgttcctacacactccatctg-3' (EcoRI site
added). The PCR products were sequenced and ciorEeGFP-N1 Xhol/EcoRI (Clontech, Palo
Alto, CA). The Myc epitope tagged IpgD WT and Ip@I338S, a phosphatase-dead mutant in

pPRK5 expression vector were described previous?y. (1
Antibodies and western blotting

CD3 mADb (clone 289) recognizing CB3ubunit of the CD3-TCR complex was reported presip
(17). Anti-Myc epitope mAb, 9E10 and anti-phospmosine mAb, 4G10 were purchased from
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Millipore (Billerica, MA). Anti-GFP mAbs were pur@sed from Roche (Meylan, France). The
rabbit polyclonal antibodies: AKT (# 9272), phosdh®T (Tyrl91) (# 3584), phospho-ZAP-70
(Tyrd93) (# 2704), phospho-SRC family (Tyr416) (#02) and rabbit mAbs: phospho-p44/42
MAPK (ERK-1/2) (Thr202/Tyr204) (# 4376), phosphotAlSer473) (# 4058) were purchased from
Cell signaling technology, Inc. Anti-GST mAb ND2aias a kind gift of Dr. J. L. Teillaud (Inserm

U 872, Centre de Recheraties Cordeliers, Paris, France).

For Western blotting, samples were resolved by dstah 12% SDS-polyacrylamide gels.
Membranes were blocked and probed with specifitbadies. Blots were then incubated with the
appropriate second antibodies, anti-rabbit IgGnir-mouse 1gG, both conjugated with horseradish
peroxidase (DAKO Denmark A/S). Immunoreactive bandsre visualized by enhanced

chemiluminescence (Amersham Biosciences Limitedjdd, and UK).

Stimulation and cell lysis

Hut-78 T cells (10.19 were stimulated at 37 °C in RPMI 50mM Hepes. 8tations were carried
out for the indicated times using CD3 mAb 289 audfnl. The cells were pelleted in a
microcentrifuge and lysed in buffer containing 5Mrhlepes (pH 7.4), 1% Nonidet P-40, 150 mM
NaCl, 20 mM NaF, 20 mM iodoacetamide, 1 mM phenyhyisulfonyl fluoride, 1 pg/ml protease
inhibitors (protease inhibitors cocktail, Sigma,L8tis, MO) and 1 mM N&/O, for 10 min at 4°C,

then centrifugated at 13000 rpm for 10 min at 4°C.
Phospholipids binding assays

Protein lipid-blot assays were carried out as dieedr(18). “PIP strip” membranes were purchased
from Echelon biosciences Inc. To reveal Pls — G&Td®mains interactions, anti-GST mAb was

used in immunoblotting.
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BiaCore ®/ Surface plasmon resonance (SPR) expatgne

Detailed protocols for SPR experiments were deedripwreviously (19). Briefly, the binding of 1

UM protein to lipid layers containing 90% DOPC (Hi®leoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (Sigma) and 10% Ptdins or mono-BRI(Echelon biosciences Inc.) was

measured. Binding of protein (Ptdins and mono-Rt)rwere measured at the same

time and all proteins were tested on the same fipghlayers (at least 6000 RU was

coupled). Proteins were removed from the layeraddition of 20ul 25 uM NaOH at a flow

rate of 100ul/min. Here is represented the relative bindingmafno-PtdinsP with Ptdins score of

binding substraction.

Luciferase assays

The promoter assay plasmids plL-2-Luc composedLe? promoter, fused to firefly luciferase
reporter gene andBpactin-Rluc composed @@-actin promoter, fused witRenilla luciferase gene
were previously reported and luciferase assay veafonmed as previously described (20). PMA

was purchased from Sigma (St Louis, MO).

Phospho flow by FACS Analysis

Phospho flow analysis was performed by cytometrgrasiously described (21). Briefly, phospho-
Src Tyr416 (# 2101) antibodies were added with Fitfixed and permeabilized cells. Then,
biotinylated secondary antibodies specific to prynabs IgG were applied. Finally, revelation is

performed using a solution containing streptavibinpled to phycoerythrin (PE).
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RESULTS AND DISCUSSION

PtdIns5P increase is sufficient to trigger downatrecell signalling in T cells

Ectopic IpgD expression induces high PtdIns5P gectdn in eukaryotic cells and activation
of the Pl 3-kinase /Akt pathway (12-13). To stuttg timpact of IpgD and thereby of PtdIins5P
increase on T cell signalling, Hut-78 T cells wearansfected with Myc-tagged IpgD WT or a
C438S (CS) mutant as control. Hut-78 T cell lineswaed because it is not mutated in key enzymes
of the Pl metabolism , such as phosphatase andhtéosnologue deleted in chromosome 10
(PTEN) or SH2 domain-containing inositol polyphoafgh5’-phosphatase (SHIP) as observed in
Jurkat cells for instance (22). IpgD expressioepithelial cell lines induces a strong Akt actieati
detected by its phosphorylation at serine posiioa (13).As shown in FiglA, IpgD WT expression
but not its phosphatase-dead version leads to Albsphorylation at serine 473 as early as 4h of

IpgD expression. Thus, IpgD expression is also @btagger signalling events in this T cell line.

TCR ligation activates protein tyrosine kinasesKB)like Src kinase family members and ZAP-70,

which regulate several signalling events such a°Mases and P13-kinase/Akt pathways (23). In
order to determine whether PtdIns5P production cogulate some of the TCR-mediated

signalling events, activation of several PTKs waalged by anti-phosphoproteins immunoblots in
IpgD WT or IpgD CS expressing cells (Fig. 1B). Reradate treatment of Hut-78 T cells was used
as a positive control. The Src kinase family mermapleut not ZAP-70 were tyrosine phosphorylated
upon IpgD expression. These results are in accoedasith previous data demonstrating that IpgD
enhances the tyrosine phosphorylation of Src kisadstrates in T cells such as Dok-1 and Dok-2
proteins (9,24). Moreover, the tyrosine phosphdiyta of a ZAP-70 substrate, LAT was not

increased in presence of IpgD WT, confirming thdtl®s5P production does not lead to ZAP-70
activation. The phosphorylation status of othenalling proteins such as ERK-1/2, was not altered

by IpgD. The activation of signalling pathways incélls results in the production of several
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cytokines including interleukin (IL)-2, a key cytok involved into the T cell development and
proliferation during an adoptive immune responsehds been reported that Akt can positively
regulate the transcriptional activity of IL-2 (29)o assay the role of PtdIins5P in T cell signaling,
we measured IL-2 promoter activity status in Hut178ells (Fig. 1C). To this aim, Hut-78 T cells
were co-transfected with an IL-2 promoter—dependiaiterase reporter plasmid and IpgD WT or
IpgD CS. We used as a positive control, phorbolistgte acetate (PMA) plus ionomycin treatment
to determine the highest induction of IL-2 promodetivity in this cell system. Interestingly, we
were able to detect a great IL-2 promoter enhannemgon IpgD WT transfection compared to
IpgD CS. Altogether, these data suggest that Pi#imscrease induces positive activation events in

T cells.

Identification of a new PtdIns5P binding modules #H domain of Dok-5 protein

In order to prove that Ptdins5P enhances some [Tsigglaling events, we sought to identify a
strong, specific Ptdins5P interacting domain, whaduld be used to sequestrate endogenous
PtdIins5Ps generated by TCR stimulation. We preWodsscribed Dok-1 and Dok-2 PH domain
binding-specificity (9). These PH domains have alde specificity for Ptdins4P and PtdIns5P with
a preference for PtdIns5P in fat blotting (9). HeerePtdIns5P clearly enhances Dok-1 and Dok-2
phosphorylation levels. Here, we checked the Iipitting properties of the PH domains from two
other Dok family members also expressed in T d&fy, Dok-4 and Dok-5 by fat blotting (Fig. 2

A) and SPR analysis (Fig.2 B).

To establish whether both Dok-4 and Dok-5 PH domsaiave phospholipid-binding properties, we
tested 15 lipids including phosphoinositides inratg@n lipid-blot (Fig. 2A). After incubation with

recombinant GST-PH Dok-5, a signal is detectabléh wihosphatidylinositol monophosphate
species, PtdIins4P and PtdIns5P. The spectrum dingirof the GST-PH Dok-4 is a bit larger, since

it recognizes also PtdIns3P. To further establise Dok-4 and Dok-5 PH domain binding
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properties, we used , SPR analysis, a sensitiveaddb detect Pl binding. SPR biosensor analysis
revealed that Dok-5 PH domain is able to stronghg i°tdins5P compared to other tested Pls (Fig.
2B and supplemental figure S1). Dok-4 PH domaials$® able to bind PtdIns5P to a lesser extent .
As positive controls, different known PI protemtaractors were tested, GST-2X-FYVE Hrs (26),
GST-PH OSBP (27) and GST-2X PHD ING-2 (11) whichdorespectively Ptdins3P, Ptdins4P and
PtdIins5P (supplemental figure S1). In our experisieRX PHD ING-2 fusion proteins failed to
efficiently bind PtdInsPsn vitro contrary to the two other controls. Altogether, auwitro data
revealed a stronger interaction between Dok-5 Phado and PtdIns5P than with any other yet
identified PtdIns5P binding domain. Therefore, okRH domain is a strong binding module for

PtdIns5An vitro, using SPR technique.

The Dok-5 PH domain expression blocks T cell sigitakvents

To validate the ability of the Dok-5 PH domain tlmdk functional events induced by PtdIns5P
increase in T cells, we next investigated IL-2 pooen activity in IpgD-transfected T cells in the
presence or absence of Dok-5 PH domain (Fig. 3A)thls aim, Hut-78 cells were co-transfected
with IL-2 promoter—dependent luciferase reporteasptid and with IpgD WT or IpgD CS.
Moreover, contructs encoding for the GFP alonéher@ok-5 PH domain fused with GFP were co-
transfected. Cells transfected with GFP alone skhoexpected feature with enhanced IL-2 promoter
activity in the presence of IpgD WT, in the samegnitude than previously observed (Fig. 1C).
Importantly, cells co-transfected with IpgD WT aR#l Dok-5 GFP, did not show any significant
increase of the IL-2 promoter activity. This obsion suggests that the PH domain of Dok-5 can
sequestrate PtdIns5P preventing IpgD-induced lleZnpter activity. Thus, the Dok-5 PH domain
expression blocks cellular effects induced by Pihincrease, acting as a “PtdIns5P-downstream
signalling inhibitor”. Endogenous TCR ligation irgkd by CD3 mAbs stimulates transiently a

cellular PtdIns5P in Hut-78 T cells (9). We invgatied the impact of Dok-5 PH domain expression
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on TCR-induced signalling events. Hut-78 T cellseveansfected or not with the GFP tagged Dok-
5 PH domain, then stimulated by CD3 mAbs. Signgllproteins phosphorylation status was
evaluated upon TCR engagement by immunoblotting. (8). As expected, TCR triggering led to
activation of PTKs such as Src family members, antivation of both ERK-1/2 and Akt. The
presence of Dok-5 PH domain blocked some TCR-indltg®sine phosphorylation events detected
by anti-phosphotyrosine blots (Fig.3B). TCR-induc&dc kinase family members and Akt
phosphorylation, but not ERK-1/2 phosphorylatiorerevlargely decreased by the presence of the
PH domain of Dok-5. These inhibitory effects on»pnoal TCR-activated PTKs (Src family
kinases) were confirmed by a second set of expetsnavolving anti-phospho Src (Tyr416)
antibodies in immunoblots (Fig. 3C) or phosphoflaytometry analysis (Fig. 3D). By both
experimental approaches, TCR-induced Src familyas@s activation signal was reduced in
presence of Dok-5 PH domain. The results correléte data presented in Figure 1, confirming that

Pdtins5P selectively regulates Src kinases and Akt.

Altogether our findings suggest that PtdIns5P iaseeregulates signalling events in T cells. Some
of them such as the Akt activation have been prshoreported in epithelial cells (13). Two kinds
of regulatory mechanisms have been suggested wiRtddns5P increase prevents Akt
dephosphorylation through an inhibition of the PR&#sphatase (28) or through a PTK activation
that will phosphorylate YxxM motif-containing prats involved in the PI3-kinase class IA
activation (13) . Here, we show that at least itells, the PtdIns5P increase induces an activation
Src family members, where two of them, Lck and Fiaejng largely involved in T cell signalling,
(23). The activity of these Src kinases is regualatéhin lipid rafts structures in T cells (29). As
has been reported that some Pls signalling evexttsr an the raft nanodomains (30), it is tempting
to investigate the role of Ptdins5P located atplasma membrane, in the context of a lipid raft
disruption by using inhibitors of the sphingolim@dd cholesterol metabolism. As other intracellular

PtdIns5P pools have been described in late end@sanma nucleus (31-32), we cannot exclude a
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participation of these pools in the regulation a@tel T cell activation events such as the cytokine
promoter activities.

However, another point that will be critical to w®| is to identify enzymes that directly produce
PtdIns5P in T cells. Few enzymes have been idedtifn the metabolism of Ptdins5P (3).
Mammalian PtdIns(4,50P4-phosphatases have been described, which ardveéavan EGF-R
receptor degradation (33). The genes encoding Heset two 4-phosphatases are expressed in
lymphoid cells. But also the Ptdins 5-kinase, Piyor the PtdIins 3-phosphatase MTM1 which
are both involved directly or undirectly in PtdIsSynthesis (34-35). The analysis of the functions
of these enzymes in immune system, will help toewsidhind how the lipid messenger, Ptdins5P,

participates in the fine-tuning of T cell signagjin
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Fig. 1.T cell signalling upon PtdIns5P increa8eAkt is phosphorylated at ser 473 upon PtdIns5P
increase. Hut-78 cells were transfected or not wmiyc-tagged IpgD WT or the kinase dead
construct IpgD CS during indicated time. Cell lesafrom Hut-78 cells were examined in parallel
for Akt, Akt phosphorylation at ser 473 (PAkt S47&) myc tag by Western BloB. Specific
phosphorylation induction during PtdIns5P incre&s&t-78 cells were transfected or not with myc-
tagged IpgD WT or the kinase dead construct IpgDdGng 4h. Cell lysates were examined with
indicated phospho-antibodie€. PtdIns5P increase induce IL-2 promoter activity:FA8 T cells
were transfected with a luciferase reporter cowgstfar IL-2 promoter activity plus tagged-myc
IpgD WT, IpgD CS contructs or empty vector (modkjiciferase activity was measured 6 hours
after transfection. Here Results are representethespercentage of phorbol myristate acetate
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(PMA) plus ionomycin treatment induction of IL-2gonoter. Data shown are the average of three

independent experiments * s.d.
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Fig. 2. Dok-4 and Dok-5 PH domain lipid binding measuremef Dok-5 PH domain binds
preferentially to Ptdins4P and PtdIins5P. The PHalorof Dok-5 fused to GST were purified and
incubated at Og/ml with PIP strips. PA, phosphatidic acid; PC,ogbhatidylcholine;PE,
phosphatidylethanolamine; PS, phosphatidylserheThe PH domain of Dok-4 and Dok-5 PH
domains bind to Ptins5P containing liposomes in SB&hsorgrams showing the binding ofilt
GST-PH Dok-4 (upper part) and GST-PH Dok-5 (lowartjto reconstituted liposomes containing
90% DOPC (1,2- dioleoyl-sn-glycero-3-phosphochqlimerchased from Sigma) and 10% Ptdins or
mon-PtdInsPs. Note that both PH domains bind peafally for Ptdins5P, but Dok-5 PH domain

binds clearly exclusively to PtdIns5P.
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Fig. 3. Dok-5 PH expression blocks T cell signaling eve{ok-5 PH domain expression
prevents IL-2 promoter activity induction upon PisBP increase. Hut-78 T cells were transfected
with a luciferase reporter construct for IL-2 praeroactivity and GFP Dok-5 PH domain or GFP
alone (mock) during 24hours. As indicated cellsenaso transfected with myc IpgD WT, IpgD CS
contructs for 6 hours. L uciferase activity wasasw@ed 6 hours after transfection. Here Results are
represented as a percentage of phorbol myristatated PMA) plus ionomycin treatment induction
of IL-2 promoter . Data shown are the averagdadd independent experiments = &dDok-5 PH
domain expression during T cell activation prevesitaling events. Hut-78 T cells were left

unstimulated (NS) or were stimulated with CD3 mAbs 2 min with or without GFP Dok-5 PH

135



domain transfection . Cell lysates were separate8mDS-PAGE and probed in Western Blot with
anti phosphotyrosine (phosphotyr), Akt, GFP, P Adr 473, P Src Y416 or P Erk-1/Erk-2
antibodies. Similar results were obtained from ¢hiredependent experimentS. Hut-78 T cells
were left unstimulated (NS) or were stimulated with3 mADbs for indicated time with or without
GFP Dok-5 PH domain or GFP alone transfection duimadicated timeObserved results observed
in 3B are the same at different time of stimulatidonDok-5 PH domain expression blocks the same
signaling event in Phosphoflow cytometry as obsgnveWestern Blot. Hut-78 T cells were left
unstimulated (NS) or were stimulated with CD3 mAds2 min. Depending on the case cells were
transfected with or without GFP Dok-5 PH domainieBy, primary phosphoSrc Y416 antibodies
were added with Hut-78 fixed and permeabilizedscellhen, biotinylated secondary antibodies
specific to primary Abs IgG were applied. Finaligyvelation is performed using Streptavidin-PE

solution. GFP Dok-5 PH domain expression reducabiptPhosphoSrc Y416 signal.
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Supplemental figure.
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As positive controls, different known monophospliatsd-Pls protein interactors were tested
in SPR, GST 2X-FYVE Hrs (1), GST-PH OSBP (2) andRPMD ING-2 (3) which bind respectively
to PtdIns3P, Ptdins4P and PtdIns5P. Here is repex@bsolute binding for each probe. The binding
of 4 uM for GST PHD-ING2 was tested, whereas 1uM wsed for other probes. In our experiments,

2X PHD ING-2 fusion proteins failed to bind monoP&land PtdInén vitro contrary to other fusion

proteins control.
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Discussion et résultats complémentaires

Notre premiére étude nous avait permis de moningr augmentation de PtdIns5P dans
I'activation lymphocytaire T, ainsi qu’une régulati particuliére des protéines Dok-1 et Dok-2.
Notre objectif dans cette seconde étude a étéaiiu plus largement le role du PtdIns5P suite a
une stimulation du TCR. Sa production précoce aaani du TCR, nous permettait d’envisager une
régulation d’'acteurs proximaux de cette réponsefdilede retrouver AKT phosphorylé suite a
I'expression d’lpgD nous permet de valider notrg@raphe en utilisant IpgD comme outil pour
I'observation d’évenements de signalisation, damsnodéle cellulaire T. La phosphorylation de la
tyrosine activatrice des Src kinases, nous permeetvidager une régulation positive de cet enzyme
et donc de la réponse T de maniére trés précocpludel’activation du promoteur de I'lL-2 suite a
cette augmentation de PtdIns5P nous permet d'egesigggalement un réle dans I'induction génique
et la sécrétion cytokinique du lymphocyte T. Enfilutilisation du PH de Dok-5 permet de
contrebalancer ces effets observés ceci confirntaffiet spécifigue du Ptdins5P dans ces
phénomenes. Dailleurs, jai réalisé des constamgtide sondes pour la localisation du PtdIns5P
utilisant les propriétés de la protéine Dok-5. Despil pourrait étre intéressant de définir de
maniere plus extensive les évenements de phosphiond engendrés par cette augmentation de
Ptdins5P dans le lymphocyte T. Les résultats com@hdaires suivants, n’ont pas été inclus dans

I'article, mais montrent la démarche entrepriserpépondre a ces questions.

Localisation du PH de Dok-5

Comme dans la premiére étude, I'intérét d’avoioutil spécifique de ce PtdIns5P est d'une
part son utilisation en tant que sequestrateur ifgpée, mais d’autre part, va permettre sa
localisation. Nous avons ainsi ici également canitstdes sondes du PH-Dok-5 couplées aux
protéines fluorescentes GFP ou mCherry (Shanek,e2004). L’'expression de cette sonde est, a
'image du 2X-PH de Dok-2, essentiellement memhranalrandis que de I'expression de la
protéine entiere Dok-5 se localise au niveau depastiments punctiformes dispersés dans toute la
cellule ainsi qu’au niveau membranaire (Fig.30).t¢®e de localisation punctiforme ressemblant
fortement aux marquages endosomaux observés lofutisation de sondes spécifiques du

Ptdins3P, comme lors de [lutilisation du domaineVIEEY de la protéine EEALl (cf. Fig.9).
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L’expression du domaine PH de Dok-5 GFP semble gpeesexclusivement restreinte a la

membrane plasmique suggérant également comme aaonde 2x PH Dok-2 un marquage du
PtdIins(4,5)F abondant au niveau de la membrane plasmique. @apgnla sonde mCherry

présente un marquage relativement similaire a addservé pour la protéine entiere, méme si la
aussi, une grosse partie de cette sonde s’accuanuteveau membranaire (Fig.31). La différence
d’expression entre les deux sondes GFP ou mCheeyt,s’expliquer par deux faits, d'une part, de
I'oligomérisation due aux protéines GFP par rappaux nouvelles protéines fluorescentes
identifiées telles que mCherry qui restent quaellés monomeériques (Shaner et al., 2004), d’autre
part, I'émission de fluorescence qui semble plisnse pour la protéine mCherry par rapport a la
protéine GFP (Shaner et al., 2004). Nous avons aiitisé plus intensément cette sonde PH Dok-5

mCherry lors de nos expériences en immunofluorescen

Fig 30. Expression des constructions reconnaissant le PtdIns5P en cellules Hela.
Transfections pendant 24h des constmctions 3xPHID ING2 GFP, 2xPH Dok-2 GFP, PH Dok-5 GFP <t
Dok-5 GFP entier par lipofection.

Nous avons également réalisé des expériences dg&ptession avec IpgD WT ou CS dans des
cellules Hela. Dans ces expériences, nous avoliséuties enzymes couplées au GFP pour valider
leur expression. Cependant, il faut souligner laléaexpression de ces constructions dans notre
modéle cellulaire. Comme observé dans la figuexpfession d'lpgD WT GFP va permettre la
relocalisation de notre sonde PH-Dok-5 mCherry quesexclusivement au niveau de ces

compartiments punctiformes, décollant la aussolads de la membrane, tandis que ce n’est pas ou
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peu le cas lors de l'utilisation de la sonde Ipg® GFP (Fig.31). L’ensemble de ces observations ne
permettant pas réellement de trancher entre towte®bservations. En effet, nous nous attendions
ici aussi a un effet plutét inverse dans la loei®s de cette sonde. Vu les augmentations de
PtdIns5P observées sous différents RTKs ou comme datre étude sous le TCR, on aurait pu
imaginer une localisation du PtdIns5P au niveau branaire lors de sa production. Ce genre de
localisation laisse ainsi a penser que notre spoderait éventuellement reconnaitre un autre ligand
tel que le Ptdins(4,5)Pou se fixer de maniére aspécifiques aux phosphdebpmembranaires.
Cependant, on peut également imaginer que la satadh d’lpgD (dans nos expériences, plutot
cytoplasmique) va provoquer cette relocalisationlalesonde qui n’est pas une relocalisation
« normale » du PtdIns5P de par I'expression diffligggD WT GFP. Afin de valider notre sonde
vivo, il pourrait ainsi étre intéressant d’utiliser damndes IpgD localisé dans des compartiments
précis tels que la membrane plasmique, et voie Sonde PH Dok-5 est recrutée spécifiguement
dans ces compartiments. L'utilisation d’enzymes portant un site de mirystoylation ou
d’enzymes relocalisés au niveau de la membranemplae de maniére rapamycin-inductible,

pourrait également étre envisagée (Varnai et @06
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mChemy PH Dok-5 mChermry

PH Dok-5 mCheiry

IpgD WT GFP 6h

IpgD CS GFP 6h

Fig.31. Relocalisation de 1a sonde PH Dok-5 mCherry en présence d’IpgD.

Les cellules Hela ont ¢ét¢ tranfectées (lipofectaming) avec le PH Dok-5 mChemy pendant 24h_ 18h
aprés la premiére tranfection, une deuxiéme transfection est réalisée pendant 6h avec la construction
Ipgl> WT ou C8 (phosphatasc-dcad) « ctiquettée » GEFIL

Il faudrait également a I'avenir tenter des exgréces de relocalisation de notre sonde suite asdive
stimulus. Dans notre cas, il serait important degiedes expériences de contact cellule T- APC en
présence du PH de Dok-5, par exemple dans desmiaipes stimulées par des APCs (Cellules
dendritiques), ou plus simplement via I'utilisatida « capping » CD3 dans nos modeles cellulaires
T, HUT-78.

En tout état de cause, les résultats préliminaieservésin vivo pour cette sonde pourtant
prometteusdn vitro, ne permettent pas de conclure pour une localisgirécise de pools de
Ptdins5P dans les compartiments cellulaires oundelabrane plasmique. Cependant, il faut tout de
méme souligner que notre observation a I'état basahiveau membranaire et punctiforme au
niveau du cytosol ressemblant a un marquage de ¢yplwsomal, colle relativement bien a
I'hnypothése faite précédemment que le Ptdins5Praevérait localisé au niveau des endosomes
tardifs et a la membrane plasmique, ou peut étrenimeau d’'un compartiment intermédiaire
important pour le trafic, tels que les exosomedesuysosomes (Lecompte et al., 2008). Méme si

cette derniere étude découle d’'une étude phyloggmtil n’en reste pas moins que la localisation
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du PH-Dok 5 mcherry est troublante. Il faudraitsaia I'avenir continuer la caractérisation de cette

sonden vivo.

Phosphorylations dépendantes de I'augmentation dutédns5P dans le lymphocyte T

Comme observés dans notre étude, les Src kinad&Etsont phosphorylés suite a une
augmentation de PtdIns5P ou sous une stimulatioR. TiCexpression du PH Dok-5 lors d’'une
stimulation TCR nous permet de voir en Western,Rloe certaine inhibition de la phosphorylation
de ces protéines, nous avons d’ailleurs observésnéme résultat par cytométrie de flux
(Phosphoflow analysis), méme s’il semble plus diifi a observer cet effet pour la phosphorylation
d’AKT. De maniere intéressante, cette inhibition egrouvée également lors d’'un traitement au
pervanadate (pV) de nos cellules. Une étude rédaisit état d’'une production de PtdIns5P suite a
un traitement au pervanadate de cellules Hela @&ibnd Hinchliffe, 2008) (Fig.32). Notre étude
suggere ainsi que la production de PtdIns5P varcggécifiguement les protéines Src, AKT, Dok-1

et Dok-2, suggérant ainsi un modéle de régulatragyiral dont nous discuterons par la suite.

Enfin, il reste étonnant de voir également queilidattion du PH de Dok-5 va inhiber la tyrosine
phosphorylation TCR induite ouia le traitement au pV. Cette observation suggerampact
important du PtdIns5P sur les phénomenes de tyqsimsphorylations cellulaires. Ainsi, suite a
cette observation nous avons entrepris une étudspentroscopie de masse. Le but de cette
expérience est la détection de tous les peptidesphorylés sur résidus tyrosine, sérine ou
thréonine, suite a une augmentation de PtdinsS&tengar IpgD WT dans nos cellules HUT-78.
Pour le moment, nos échantillons sont en courgaiteinent par nos collaborateurs (plateforme
IbiSA — CRCM). Gageons qu'’il ressortira de cettedét un patron de phosphorylation plus précis
induit par le PtdIns5P.
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Fig32. L’expression du PH-Dok-5 bloque les événements de phosphorylation induits par une
stimulation CD3.

Les cellules HUT-78 ont été stimmlées par CD3 ou non (NS) pendant 2min a 37°C. Selon le cas, les
ccllules ont &té transfectées par une constmiction cxprimant PPH-Dok-5 GFI%. La révélation de la
phosphorylation s%est effecluée par cylométric en (lux (Firaguay G. el al. Sci Signal. 2009).
Briévement, les anticorps primaires rcconnaissant les protéines Akt (pSerd73) (Cell Signaling “lech., #
3787), Src (pTyrd16) (Cell Signaling Tech., # 2101) ou prutéine lyrosine phosphorylées (Santa Cnu,
sc¢ 18832) ont ¢té ajoutés aprés fixation ct pecrméabilisation des cellules. Puis, un anticorps sceondaire
biotinylé a && employé reconnaissant 1'isolype de anticorps primaire. Ce murquage esl révelé par la
suite en utilisant une solution streptavidin-PE.

Conclusion, perspectives :

L'ensemble de nos travaux permettant de suggéredla important du PtdIns5P en tant que

nouveau messager lipidique des voies de signalisatymphocytaires T. Nous discuterons par la

suite de cette régulation originale de la répons@@R par le Ptdins5P. Concernant notre seconde

étude, la caractérisation du PH de Dok-5 sembterg®lle pour déterminer la localisation

éventuelle de pools de PtdIins5P. L'utilisation ddecsonde pourra s’averer intéressante a lI'avenir

pour caractériser certains nouveaux effets du BEANENfin, I'étude en spectroscopie de masse que

nous avons entreprise pourrait permettre de cais@téplus précisément le type de régulation

dépendant du PtdIins5P dans un modele lymphocykaire
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I'ig.33. I'tude des génes dok et phylogénie identification de 2 groupes excluant IXOK7.

(A) Arbre phylogénétique des membres de la famille Dok humain et murin. L’arbre est réalisé sur le
domaine P’} les IRS et I'RS servant de groupes extéricurs. Deux groupes sont dénotés groupe A et 3.
Les valeurs de bootstrap au nocud sont exprimées en pourcentage (la premiére valeur est obterme par
la méthode de maximum de vraisemblance, la deuxiéme par la méthode de distance et la troisiéme par
la parcimonie). (B) Arbre phylogénétique inter-espéce des molécules Dok. Le groupe des insectes a été
utilisé pour enraciner ’arbre. Les valeurs de bootstrap an noeud sont exprimées en pourcentage de la
méme maniére que pourA.

Travaux du laboratoire sur la Famille Dok

Parallelement & mes travaux principaux de thése'ai été possible de pouvoir participer a
deux autres études sur les membres de la famille Doe premiére étude que je présenterai

brievement sera soumise trés prochainement a ptiblic Une autre étude du laboratoire,
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présentant Dok-4 comme un acteur inhibiteur dessvaie signalisation lymphocytaire T a

récemment été publiée (Gerard et al., 2009), éttide sera présentée en annexe.

Article 3 :

Etude comparative et développementale de I'expressi des genegdok durant I'activation

lymphocytaire T

Résume : (étude en cours d’écriture pour soumissicaaDev. Comp. Immunol.)

L'analyse de I'expression tissulaire et cellulades Dok-1 a Dok-5 montre que les membres du
groupe A sont présents dans les cellules hématiigpodé (Dok-1, Dok-2 et Dok-3) alors que les
membres du groupe B sont plutét confinés au systemesux central (Dok-4 et Dok-5Growder

et al., 2004; Grimm et al., 2001).Les deux dernimembres Dok-6 et Dok-7 ont été identifies
récemment (Crowder et al., 2004; Okada et al., 006

Ainsi le but de cette étude est :

- I'étude et la comparaison par des arbres phylétggues de la famille Dok dans son ensemble, et
dans différentes espéces, mais également la compames structures “intron-exon” des géenes de
la famille Dok (Fig.33 & 34).

- I'étude de I'expression tissulaire et cellulades membres de la famille & l'aide de PCR

quantitative, avec notamment un focus au niveauyteghocytes T stimulés ou non (Fig.34).

Les résultats obtenus grace a I'étude phylogéretgga I'analyse des structures “intron-exon” nous
permettent de suggérer que Dok-7 ne ferait pagepdetla famille des molécules Dok d'un point de
vue évolutif et Dok-6 constituerait quant a lui nouveau membre du groupe B (Fig. 32 & 33).
L’étude de I'expression tissulaire et cellulaires geotéines Doks révele que tous les membres de la
famille a I'exception de Dok-7 sont exprimés daes lymphocytes T activés du sang périphérique
(Fig.35). Dok-7 lui n’est exprimé que dans le coinfin, cette étude permet également d’'identifier
une nouvelle tyrosine phosphorylable chez les memtiu groupe B.
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Fig 34. Schéma montrant la comparaison des stmctures génomiques des membres de la famille Dok
chez ’homme.

Les exons sont représentés par les boites et les parties codantes sont en gris, les introns sont
représentés par les lignes qui les relient. Les nombres dans les boites indiquent la longneur des exons
en paire de bases. Les extrémités 5’UTR et 3'UTR ne sont pas représentées. Les introns ne sont pas
dessinés a I’échelle. Les chiffres entre les boites indiquent les phases d’intron.
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Fig.35. Expression tissulaire et cellulaire chez ’homme des génes de la famille Dok déterminée par
RT-PCR.

Dans le cas des lymphocytes T isolés a partir de sang périphérique humain (PBL-T) activés (3+28
pendant 48h) ou nen, une RT-PCR. quantitative a été réalisée, suivie d’une réaction de PCR avec des
amorces spécifiques de chaque géne DOK, avec une dilution de la matrice de 4 fois entre chaque
condition. Sur le panel de droite, on peut voir 1’expression dans le cceur des divers membres de la
famille Dok_ La B2-microglobuline a &t¢ utilisée comme géne controle positif-
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Abstract

Among the adaptor proteins involved in lymphocytivation, Dok (for downstream of tyrosine
tyrosine kinases) proteins are considered as megegigulators. Dok-1, Dok-2, Dok-3 and Dok-4
are both tyrosine phosphorylated in response t@hgouayte stimulation and they inhibit lymphocyte
activation. Finally, seven Dok proteins (Dok-1 t@k97) have been reported. Here, we classify
these seven DOK genes based on analysis of phytgenees and exon/intron structure. Two
groups can be draw, group A including DOK1, DOK2l &0OK3 and group B including DOK4,
DOKS5 and DOK6. However, DOK7 cannot be linked te tther DOK genes. These two groups are
also present in invertebrates. Moreover, a novelsipe based motif can be identified in the group

B across all the species.

All the members of the group B are expressed tells, especially in activated T cells. Perhaps
their expression in activated T cells correlateghwie ability to downregulate cellular activation,

similar to the group A of Dok proteins.
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Discussion génerale et perspectives
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Ce travail a confirmé I'importance de ces moléswddaptatrices Dok dans la mise en place
de boucles de rétrocontréle dans I'encodage duakiguuit par le récepteur a I'antigene. Mes
travaux de thése se sont ainsi tournés vers |I'analg la spécificité des domaines PH des membres
de la famille de Dok présents dans le lymphocytealtecherche de partenaires phospholipidiques
ces domaines PH, a permis d’identifier un nouveadiateur lipidigue dans la signalisation
lymphocytaire T, lePtdins5P. Ce phosphoinositidenapiosphorylé apparait comme un ligand de
ces domaines PH des molécules Dok, spécialememtochaine PH de Dok-5. Nos études ont
permis de découvrir de nouveaux outils qui aider@dria caractérisation ce nouveau messager
cellulaire. Pour la premiere fois, des augmentatie PtdIns5P ont été détectées lors de I'activatio
cellulaire T. Un vaste champ d’investigation s’canér nous pour définir précisément I'impact de ce
PtdIns5P dans les voies de signalisations lymplaoeg T. Gageons que nous avons pu ouvrir une
breche pour comprendre de nouveaux mécanismesueqym pas de nouvelles régulations qui

s’avereront essentielles dans certaines fonctiopsitantes du lymphocyte T.

Modele d’activation des molécules Doks par le PtdsbP

Lors de I'engagement du TCR, une production ddnBEP et une phosphorylation sur
résidus tyrosine des molécules Dok-1 et Dok-2 deiena trés rapide (<2min) sont détectées
(Guittard et al., 2009). Si nos données montrexgsibciation entre le domaine PH de ces molécules
avec le PtdIns5P, nous n'avons pas pu concluressinteractions interviennent dans le recrutement
de ces molécules adaptatrices au niveau de la naemiplasmique. Cependant la présence de ces

domaine PH reste essentielle a la phosphorylagsmublécules Dok-1 et Dok-2.

Ainsi a la suite de notre étude, nous pouvons pates un modele de régulation présenté dans la
figure 36, ou le PtdIns5P serait a la base dedalagion de la phosphorylation de Dok-1 et Dok-2,
ceci étant dépendant du domaine PH de ces molédréstent cependant plusieurs questions en
suspens a la suite de cette étude, d'une part eqUelIK pouvait étre responsable de la
phosphorylations des molécules Doks. Mais surtautl ¢gst le mécanisme qui engendre la
production de PtdIins5P ? La production de PtinsSRele postérieure ou antérieure a la
phosphorylation des motifs ITAMs du TCR permettaoluire les complexes d'initiation du signal

activateur T ?
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Activationdu TCR
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Fig 36. Modéle de répulation des molécules Dok-1 et Dok-2 par le PidIns5P suite a une stimulation du
TCR

Sur les bases de nos travaux (Guittard G. et al., J. Immunol. 2009), les questions principales sont

- le mode exact de recrutement de Dok-1 et Dok-2 (directement par le PtdIns5P?),

-1a PTK qui phosphoryle Dok-1 et Dok-2 ?

- Quel enzyme métabolise le PtdIns5P?

- Quels sont les autres effecteurs du PtdIns5P? (Akt retrouvé phosphorylé dans les cellules épithéliales
(Pendaries et al. 2006), semble le candidat le plus prebable).

Nature des PTKs impliquées dans la phosphorylatiodes protéines Dok

Le fait que le domaine PH de Dok-1 et Dok-2 neoneaisse pas le Ptdins(3,4,5)Brs de
nos étudesn vitro, impliqgue que les protéines Doks semblent phogpées via un mécanisme
PI3K-indépendant, d’ailleurs diverses expérienceisées au laboratoire sous divers stimuli en
présence d’inhibiteur de la PI3K n’'a pas engendrédifférence de phosphorylation de Dok-1
(données non publiées). Cependant, Dok-1 est cap&tie phosphorylé par des PTKs qui peuvent
étre régulées par la voie PI3K, les PTKs de la lfariiiec qui contiennent un domaine PH sensible
aux augmentations de PtdIns(3,45Berard et al., 2004; Yang et al., 2001). Cependautres
PTKs dont leur régulation ne dépendant pas deivattdn de PI3K, sont présentes dans le
lymphocyte T : les membres de la famille Src, ertipaier Lck et Fyn (Nemorin and Duplay,
2000) ou Abl (Gu et al., 2007; Master et al., 200B%erait intéressant de tester 'impact de notre
PtdIns5P sur I'ensemble de ces candidats potentigls dit, I'étude réalisée par la suite montre qu
Lck et Fyn restent les candidats principaux poysHasphorylation de Dok-1 et Dok-2 induits par

'augmentation de PtdIns5P dans les cellules T.
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Enzymes responsables de la production de PtdinsSRiite a I'engagement du
TCR

Trois types d’enzymes eucaryotes ont a ce jouridédtifiés pour la production de
PtdIins5P : la 5-kinase PIKfyve , les 3-phosphata@d¢$M1, MTMR2 ou MTMR3) et les
Ptdins(4,5)R 4-phosphatases de types | et Il (cf Introductigrartie 11). Vu la rapidité d’apparition
du PtdIns5P lors de la stimulation du TCR, notrpdilgese irait plutbt vers un enzyme capable de
générer du PtdIns5P au niveau de la membrane mlasmCependant, PIKfyve ainsi que les
Ptdins(4,5)R 4-phosphatases de types | et || ne semblent egpsngu’au niveau cytoplasmique
notamment dans les membranes endosomales.Ce typeatisation quasi exclusive ne permet pas

d’en faire de bons candidats pour la productiocgré de PtdIins5P suite a une stimulation du TCR.

En revanche, concernant les enzymes de la fanedeMilTMs (myotubularines), un recrutement au
niveau de compartiments spécifiques de la memipkasmique de la myotubularine a été identifié
(Laporte et al., 2002). Ce recrutement semble dig@nde I'activation de la protéine Rac et/ou de
la PI3K. Il semble cependant difficile d'imaginer tecrutement de cette enzyme au niveau de la
membrane plasmique étant donné notamment, la fqildmtité voire 'absence de ses substrats
Ptdins3P et notamment du Ptdins(35)fii serait le substrat essentiel pour la produactie
PtdIns5P par les MTMs. Cependant, les auteurs ttike é@ide suggérent que ce recrutement pourrait
étre d0 a une association avec la PI3K ou des GBEDlus, il a été fait état d’une production
massive de PtdIns5P, dans les cellules T Jurked auia transfection de MTM1 (Tronchere et al.,
2004), méme si ce résultat ne nous permet pas rdaipp la localisation des pools de Ptdins5P
générés, ceci reste les seules données publiéesrnant le lymphocyte T permettant d’envisager la

production de PtdIns5P par des enzymes eucaryéjasddntifiées.

Les connaissances actuelles ne permettent pas avisode déterminer quelle enzyme sera capable
de synthétiser le PtdIns5P au niveau de la memiplasenique. L’hypothese la plus plausible reste
cependant la production de PtdIns5P a partir detspte Ptdins(4,5Ren abondance au niveau de
la membrane plasmique, par une 4-phosphatasemagéd d’lpgD ou de ses orthologues les
PtdIins(4,5)R 4-phosphatases de types | et Il. Cependant riemae permet actuellement
d’envisager une telle hypothése. Etant donné laligation intracellulaire de cette derniere, enzyme

il ne semble pas possible de trouver un recrutemeniveau de la membrane plasmique.
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Cela dit, il a déja été fait mention auparavantrelerutement de lipides kinases au niveau des
membranes plasmiques suite a une activation du J&Rin anticorps anti-CD3. Il a d’ailleurs été
montré une association de Pl48Hvec les chaineé du CD3 suite a une stimulation du TCR
(Srivastava et al., 2006). L'idée suggeéree esi astsque PI4KIB ferait partie intégrante du signal
de transduction sous le TCR aprés activation (Felisaand Subrahmanyam, 1998; Inokuchi and
Imboden, 1990). Cela a d’ailleurs également déaséggéré pour la PI3K sous les chaifetu
TCR (Exley et al., 1994), de plus un recrutemerst sleus-unités adaptatrices de la PI3K |A est
visible lors de I'engagement du TCR (Fabre et 2005). On pourrait pourquoi pas imaginer le
méme type de mécanisme pour le recrutement deyhemzesponsable de la synthese de Ptdins5P

suite a une stimulation via le TCR.

En tout état de cause, nous ne pouvons qu’imagireer jour les éventuels enzymes agissant sur la
production de PtdIns5P dans le lymphocyte T, ihireste pas moins que plusieurs indices font des
enzymes MTMs les candidats les plus sérieux poordment, étant donné que leur expression dans
le lymphocyte T provoque la production de PtdingbRis €galement leur recrutement possible au
niveau membranaire suite a une activation de K RI3en reste pas moins étonnant qu’une telle
voie soit responsable de la production de PtdIn#5&erait intéressant de tester la fonction et la
localisation de ces diverses enzymes candidatesudamodele cellulaire T suite a 'engagement du
TCR.

Le PtdIns5P, un inducteur des voies de transductiocellulaire T

D’aprés nos données non publiées, il sembleraitlguPtdins5P soit capable d'agir sur des
voies de signalisations clés telles que la voi&FAKT et la voie des Src kinases. Comme on I'a vu
précédemment, il 'y a que peu de données condelaaggulation réelle de la PI3K sous une
stimulation du TCR. En revanche la régulation des Knases est relativement bien établie, et
apparait activée de maniére trés précoce lors detidation du TCR, pour aboutir a la
phosphorylation des motifs ITAMS et engendrer Reation de complexes de signalisation.

L’augmentation de PtdIns5P dans le lymphocyte Trigatprovoquer :

- Soit I'activation de ces deux voies se faina@niére indépendante, a savoir la PI3K
est activée par un mécanisme indépendant des Basdd, par exemple le recrutement par un
corécepteur du TCR tel que CD4 (Prasad et al., H998ar d’'autres récepteur tels que TRIM
(Bruyns et al., 1998) ou des protéines transmenaimestelles que LAT (Fukazawa et al., 1995).
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- Soit on peut imaginer un mode de réegulationad®13K Src dépendant, ceci de
maniére directe, il a notamment été montré queénaske Lck pouvait recruter la PI3K au niveau du
corécepteur du TCR CD4, ceci par l'intermédiaire diumaine SH3 de Lck se liant aux motifs
proline riches de la sous unité p85 de la PI3Kg&ulaet al., 1993b). Ou un recrutement de maniére
indirect via ses domaines SH2 par des partenaires phosphanylgsealable par les Srcs kinases,
comme par exemple la fixation de p85 a ZAP-70 ox dwerses chaines CD3 phosphorylées
comme le TCR (Exley et al., 1994) et les chaines C{p8¢ (de Aos et al., 1997; Osman et al.,
1996).

Il apparait cependant beaucoup plus probable api8ic kinases, une fois activées, agissent
sur le recrutement et l'activité de la PI3K, vrad@ablement de maniere indirecte. On aurait pu
imaginer un autre type de régulation avec la Pl8#gutant I'activité des Src kinases. Cependant,
cette hypothese ne semble pas possible pour déveas®ns évidentes, notamment I'inhibition de la
PI3K, n'’empéche pas la synapse immunologique dmeitre en place et n’inhibe pas certains
évenements liés a I'activation, comme l'augmentaties tyrosines phosphorylées, I'expression de
CD25 ou la production d’IL-2 (Costello et al., 2Q®2arriague and Bismuth, 2002). Ainsi il semble
acquis que si ces deux voies ne sont pas indépesdées Src kinases seraient bien évidemment en
amont des PI3K.

De plus, la phosphorylation des molécules Doks,gue précoce, semblerait cette fois-ci
sans nul doute dU a l'activation des Src kinaseste(phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 apparait
par ailleurs indépendante de la voie PI3K (donmé&espubliées). En tout état de cause il semblerait
ainsi que les Src kinases agissent comme un iptewudu de la signalisation du TCR certes, mais
également il semblerait que le PtdIns5P puisse joneble, du moins en partie, sur l'activité des ce
Src kinases, car la présence d’'lpgD dans les eslll| est capable d’'induire une augmentation de
phosphorylation du résidu tyrosine logé dans leckeod’activation de ces PTKs.

Le fait que la production de PtdIns5P soit suffisgsour induire une activité des Src kinases
laisse a penser que la production de PtdIins5Pt sert@rieure a l'activation des Src kinases. Par
conséquent il s’agit de s’intéresser, a la naturengécanisme responsable d’'un tel phénomene, et
surtout par quel moyen la lipide/kinase phosphatzgeable de synthétiser le Ptdins5P va se

retrouver recrutée suite a I'activation du TCR (Bif).

Il existe des précédents de recrutement d’enzymmétabolisme des phosphoinositides au niveau
notamment du TCR ceci dans un contexte activé (Exley et al., 198dvastava et al., 2006). Or si

dans notre modele, le PtdIns5P est produit avaatiVation des Src kinases cela implique qu’un tel
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recrutement ne serait pas possible dans un preemneps. D’autres types de régulation de ces
enzymes doivent étre envisagés, par exemple legtearents par des co-récepteurs tels que CD4 ou
directement par Lck (PI14KBLPI3K,...) (Fernandis and Subrahmanyam, 2000; Petite Cantley,
1995 ; Prasad et al., 1993b).

Activationdu TCR
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Fig 37 Le PtdIns5P un nouvean messager clé des voies de signalisation sous le TCR: hypothéses.

A la suite de nos travaux on peut identifier quatre cibles du PtdIns5P dans la cellule T: Dok-1 et Dok-
2, ainsi que la voie PI3K/AKT ¢t les Src kinases. La phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 semble Src-
dépendante. Le mode de régulation des Src kinases et de la voie PI3K/AKT est pour le moemnt
inconnu. 1’idée la plus probable serait une régulation Src dépendante de 1a voie PI3K/AKT. Ainsi les
Src Kinases seraient en amont des activations induites par le Ptdins5P. Reste cependant a savoir le
mode d’activation de cette kinase par le PtdIns5P. L une des hypothése qui peut étre sugpérée est le
recrutement d’un effecteur intermédiaire par le¢ PtdIns5P au nivean de la membrane qui va agir
directement ou via le recrutement dune kinase/phosphatase sur I’activité de Sre. On peut également se
demander ['impact que pourrait aveir une augmentation de PidIns5SP sur la phosphorylation des motifs
ITAM des récepteurs du TCR ou sur d’autres corécepteurs activateurs, tels que CD28, qui poumrait
permettre 1a production de PtdIns5P.

Quant au mécanisme d’action engendrant 'activég 8rc kinases via 'augmentation des taux de
PtdIsn5P, il semble relativement prématuré d’exti@pun mécanisme précis. On peut cependant
envisager simplement le recrutement d’'une prot@éindomaine PH reconnaissant le PtdIns5P,
influant de maniére positive sur l'activité des &mases. Un candidat pourrait étre la protéine

SKAPS55 par exemple, qui possede un domaine PHateftette protéine est recrutée au niveau de
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la membrane plasmique sous la phosphatase tranganssire CD45 suite a une stimulation TCR
dans les cellules Jurkat (Wu et al., 2002). SKAfRB&It ainsi le lien entre CD45 et les Src kinases
auxquelles elles se lient, pour engendrer la déptwylation de la tyrosine inhibitrice des Src
kinases permettant ainsi 'ouverture de la moléailéeur permettant de se transphosphoryler et
donc de s’activer (Wu et al., 2002). Bien entendum&canisme reste totalement hypothétique, mais

a pour objet d'illustrer qu’une telle régulatiorste possible par le PtdIns5P.

Enfin, 'augmentation de Ptdins5P va ainsi permeettiactivation d’'une part de voies de
transductions activatrice sous le TCR, mais égattma permettre la mise en place de signaux
inhibiteurs ou en tout cas, régulateurs de cetiieadion. D’ailleurs, il semble étonnant dans notre
étude que Il'activation des Src kinases ne permetigpghosphorylation d’événements en aval des
Src kinases telles que celles de ZAP-70 ou LATré3eltat pourrait s’expliquer par le fait que Dok-
1 et Dok-2 soient déja retrouvés activés par |'agigiation de PtdIns5P. En effet, il a récemment été
fait état d’un controle négatif des molécules Do&tDok-2 notamment sur Zap-70 et son substrat
LAT (Dong et al., 2006). En tout état de causeseinble que le Ptdins5P émerge comme un
messager non négligeable des voies de signalisatioites par le TCR.

Localisation des phosphoinositides et recherche ditls

Le passage des donnéesvitro a in vivo reste relativement controversable et difficile a
apprécier quant on parle de découvrir une nousgllede sur les phosphoinositides. L'analiyse
vitro nécessite souvent plusieurs confirmations avaralevoir déterminer la réelle affinité d’'un
domaine pour son ligand lipidique. De plus, chadeehnique employée va avoir sa part
d’'inconvénients, ainsi le but sera d’éliminer leigplde bruit de fond possible pour déterminer une
spécificité relative, quant on utilise les Fat-Blgiar exemple ou plus quantitative lorsque I'on
utilise la SPR. Il existe d’autres techniques saifit, notamment des billes recouvertes en
phosphoinositides ou des liposomes, s’en suit dikdown pour détecter les éventuels interacteur.
Il est bien évident que le but dans ces technigue® se rapprocher le plus possible de la réalite,
notamment pour la technique du «liposome- bindingu la SPR, le but est de recréer
artificiellement une membrane cellulaire. Cependiaest bien évident, que ce genre de techniques
présente les limites de ne pas pouvoir reproduiaetement les membranes plasmiques, avec leurs
compositions en phospholipides et protéines digerse

On peut supposer dans nos expériences, que cagpassvitro a in vivo est clairement

entravé par ces interactions que nous n'avonsnpsifico. Ces interactions expliqueraient ainsi par
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exemple la localisation au niveau membranaire de sandes, sans aucune stimulation. Ainsi il
pourrait étre intéressant, notamment dans le céa sende PH Dok-5 mCherry pour augmenter sa
spécificité et son affinitén vivo pour le PtdIins5P, d’'abolir ces interactions « asjggies » aux
protéines et autres phospholipides membranairasdhs électrostatiques et hydrophobes), afin
d’améliorer cet outil. Vu les progres réalisés densompréehension de la biologie structurale des
interactions des phosphoinositides avec leur eftest il semblerait possible de concevoir
génétiquement de telles sondes (Lemmon, 2003, 2@&)n, comme on I'a essayé dans nos
expériences, pour augmenter l'avidité de la sonde,oligomérisation de la sonde peut aboutir a de
tres bons résultats dans certains cas (Gilloolgl.et2000; Gozani et al., 2003). Cependant dans
notre étude, on peut imaginer que cela n’a faiauglifier in vivo les liaisons aux protéines et
phospholipides membranaires.

Enfin le fait que I'expression de ces domainesialsons puisse altérer la physiologie de la
cellule, comme dans nos expériences de séquessatbd également toucher les pools de lipides,
prouve qu’il pourrait étre intéressant d’'utiliséautres outils altérant moins la physiologie de la
cellule. Par exemple, le développement récent damts spécifiques des phosphoinositides
(PtdIns4,5R essentiellement) ou encore l'utilisation de doraaiie liaisons aux phosphoinositides
couplés a la GST, la reconnaissance se faisanirvianticorps dirigé contre le GST (Watt et al.,
2004; Watt et al., 2002). Cependant ces étudesrdestir des cellules fixées, ce qui permet certes
d’analyser les échantillons sans contraintes deseon perte rapide de signal, mais engendrent 1a
aussi son lot d’'incertitudes dépendant notammeryrdtocole employé et plus particulierement le
mode de fixation. Une étude récente fait d’ailleatat de l'utilité de tels outils, notamment des
anticorps directement dirigés contre les phosplsitides, mais démontre de maniere étonnante les
variations de localisations qui peuvent étre relenéonction du protocole employé (Hammond et
al., 2009).

En tout état de cause, I'imagerie sur des celluieantes « non-fixées », est devenu la technique
standard pour la localisation de pools de phospmisitides via I'utilisation de sonde protéiques

spécifiqgues. Drailleurs les progrés importantsliséa viennent notamment du fait d'une

amélioration de la qualité des étiquettes fluonetse qui ne s’oligomérisent plus ou présentent
moins de diffusion du signal (Shaner et al., 2004wutres systemes sont d’ailleurs mis en place et
actuellement en développement tels que l'assooniad® la tétra cystéine avec les domaines de
reconnaissance et une révélation qui severaine « coloration » au biarsenic, en rouge ReAsh ou
vert FIAsh (Zhang et al., 2002a) (Fig.38). Ce n@awéuorochrome a l'avantage d’étre beaucoup
plus petit (CCPGCC), comparé aux protéines fluaetss habituelles telles que la GFP (25 kDa),
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et ne présente aucune fluorescence au repos. @etgitoujours en cours de développement, car il
présente encore beaucoup de bruit de fond di anirastration du biarsenic, et nécessite
l'utilisation d’'un « antidote » I'ethanedithiol (ED pour limiter la toxicité du biarsenic non lié. |
n’'en reste pas moins que le développement d’oo@ducoup plus sophistiqués n’influant que tres
peu sur la structure tridimensionnelle d’'un domaieereconnaissance pourrait s’averer essentiel a
l'avenir.

Labeling in
ive cells

-2 EDT

Non-fluorescent Tetracysteine peptide fused to Fluorescent biarsenical-
barsenical dye proten of interest and tetracysteine complex
(RoASH) as expressed in live colis

the EDT complex

Fig 38. Schéma du marquage tétracystéines-biarsenic.

(a) Présentation du biarsenic comme un colorant non-fluorescent et pouvant traverser les membranes
(ReAsh). Ce biarsenic va former un liaison covalente fluorescente avec toutes les protéines
intracellulaires présentant un peptide tétracystéine {CCPGCC) qui a au préalable été génétiquement
inchus a neire pretéine d’intérét. Le neutralisant, éthanedithiol est utilisé en paralléle du biarsenic pour
minimiser 1a toxicité des colorants non-liés. (b) Comparaiscn de la taille de 1la GFP avec 1a taille du
complexe tétracystéine-ReAsh.

Jin Zhang, Robert E. Campbell Alice Y. Ting & Roger Y. Tsien
Mature Reviews Molecular Cell Biology , 2002)

Pour conclure, un systéme utile pour poursuivrgaeail serait un moyen qui permettrait la
quantification de la reconnaissance de ces phospsitides qui n’est pour le moment que
qualitative. Il a ainsi été développé des systéntiéisant la technologie de FRET (fluorescence
resonance energy transfer) , ou les domaines denmaissance aux Pls sont couplés a deux
fluorophores (par exemple CFP et YFP) (Anantharaaray et al., 2005; Sato et al., 2003) (Fig.39).
Va s’en suivre un processus non radiatif par legieel'énergie d'un fluorophore donneur a I'état

excité est transmis a un fluorophore accepteumaimité immédiate (distance < 10 nm), ceci va
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d’ailleurs avoir pour conséquence d’augmenter disite de fluorescence de l'accepteur. Ainsi,
cette association sera quantifiable notamment sarfades mesures de ratios donneur/accepteur
(Ananthanarayanan et al., 2005; Sato et al., 2003)Yinal, des animaux transgéniques pourraient
étre générés ou ces diverses sondes seraient éegrigans toutes cellules a un niveau qui
n’interfere pas avec les fonctions cellulaires rales. Ces animaux pourront d’ailleurs permettre
I'étude de cellules qui sont habituellement diféisia transfecter dans leur environnement tissulair
normal. Ces divers outils en cours de développententen projet futur permettront ainsi
certainement des avancées déterminantes quantlacdlisation normale et la fonction de ces

phosphoinositides.

a b

Pseudoligand

CFP_ | PHAKt £ YFP

Arg Met His Ser Ala Gly -Gly Ser  Gly ély Ser Glu Leu
CGC ATG CAT TCT GCA GGC GGTAGC GGC GGC AGC GAG CTC
Sphi Pstl Sacl

Pl binding 0
S EE—

‘ +—
Pl dissociation

-PDGF + PDGF + PDGF + PDGF

0 min 2.5min 5 min 7.5 min

Fig.39. Présentation de la technique de FRET appliquée pour quantifier les poels de PtdIns(3,4,5)P;.
Une sonde du PH-AKT est couplée a deux fluorophores CFP {(donneur) et YFP (accepteur). (a)
représentation schématique de la construction, et de sa modification structurale dii 4 la liaison au PI,
ce qui va rapprocher les deux fluorophores et permettre leur collaboration. (b) Structure précise de la
construction, comportant notamment une partie psendoligand faverisant « la liberté » structurale du
flucrephore YFP. (¢) Exemple d’application réalisable grice a cette technique de FRET, avec une
stimilation an PDGF de cellules HEK 293, oi l’on peunt suivre et quantifier les pools de
PtdIns(3.4,5)P,.

Ananthanarayanan B, Ni O, Zhang J.
(Proc Natl Acad SciU S A, 2005)

Manipulation des taux de Pls dans la cellule a laecherche de la meilleure

alternative

Il est difficile d'altérer le taux de Pls et d'élier ses conséquences immédiates. La plupart
des approches couramment utilisées requiérent uewpasition » prolongée de la cellule au
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changement lipidique désiré. Ainsi comme dans rnagleS, on peut surexprimer une enzyme
d’intérét (IpgD dans notre cas) ou réaliser desta#is des enzymes d’intérét pour toucher les pools
de Pls. Le probléme lors d’une surexpression deyme est notamment qu’il se passera entre 4h et
plusieurs jours avant de realiser l'effet désiren @eut imaginer que durant cette période le
processus qui devait étre affecté au départ, i& inite quantité de processus divers , et il reste t
difficile de déduire lequel de nos effets est rel@maniéere directe a ce changement des pools de
Pls. La solution optimale de ces problémes sefait bntendu l'utilisation d’inhibiteur spécifique
de nos enzymes, pour faire varier ces taux en [RAsmeilleure démonstration est d'ailleurs
I'explosion énorme qu’a connu le domaine de l'atéivPI3K aprés la découverte d’inhibiteurs
relativement spécifiques (Arcaro and Wymann, 1988),ont d’ailleurs conduit au développement
important de thérapies anticancéreuses (Liu eR@09). Malheureusement, il n’existe que trop peu
d’inhibiteurs spécifiques des enzymes du métabalides Pls. Ce probleme a ainsi abouti a la
conception de nouveaux outils avec lesquels les deuPIls vont pouvoir étre modifiés dans des
compartiments donnés de la cellule. Cette méthstlbasée sur le fait que les enzymes retrouvés au
niveau cytosolique ont un impact limité sur lesdgs des membranes, cependant ceci change
radicalement lorsque I'enzyme est recruté au nivdisumembranes ou se situe son substrat. C'est
un peu le probleme que nous avons rencontré awxpréssion d’lpgD dans nos modeles
cellulaires, qui semble énormément localisé de émanidiffuse au niveau du cytosol, cette
localisation ne permettrait ainsi pas d'appréc&ldcalisation précise de notre sonde PH Dok-5

mCherry.

Il a ainsi été développé des outils permettanefutement au niveau de la membrane plasmique
d'une enzyme d'intérét et ceci de maniére induetibiCe recrutement est basé sur
I'hétérodimérisation du domaine FRB de mTOR et deplotéine FKBP12 en présence de
rapamycine ou un analogue approprié (Belshaw £1896). Ainsi, la fusion de I'enzyme d’intérét
avec la protéine FKBP12, ainsi que l'adressageaderbtéine FRB au niveau des membranes
cellulaires, via une myristoylation par exemple peamettre en présence de rapamycine de recruter
'enzyme au niveau des membranes d’'intérét. Cettthode a d'ailleurs été utilisée avec succes
pour observer les conséquences de la disparitiofPtdans(4,5)R au niveau de la membrane
plasmique et observer I'effet sur I'activité desaax ioniques (Varnai et al., 2006) (Fig.40). Cette
approche pourrait étre étendu a diverses enzynéamment dans notre cas IpgD, ce qui nous
permettrait de vérifier 'lhypothése selon laqudkxpression diffuse d'lpgD GFP va empécher la

localisation précise de notre sonde PtdIns5P.
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Ptdins(4,5)P, Ptdins(4,5)F, —3 Pidinsd P

A
FRB O FRB S-piase
5-ptase ')
o FKBP12
+rapa
CFP mRFP

FKBP12

Non-stimulé

Fig 40. Hétérodimérisation du domaine FRB de mTOR et de la protéine FKBP12 couplée i une
enzyme 5-phosphatase en présence de mpamycine.

{en hant) Représentation schématique des denx constructions, FRB est myristoylée (membranaire) et
couplée a la protéine fluorescente CFP. La construction FKBP12 est couplée d’une part 4 une enzyme
PtdIns(4,5)P, 5-phosphatase, et d’autre part a la protéine fluorescente mRFP. Lajout de rapamycine,
va permettre 1’association FRB-FKBP12 et ainsi 1a localisation de 1’enzyme a 1a membrane plasmique.
(En bas) Illustration de l'utilisation de ces sondes en cellules COS-7, conjointement avec la
construction PL.CS PH-GFP qui reconnait le PtdIns(4,5)P,. L’ajout de 100nM de rapamycine induit la
translocation de 1’enzyme, ce qui provoque la perte d’expression membranaire de la PLCS PH-GFP ,
méme aprés seulement 30sec aprés translocation de 'enzyme.

Vamai P, Thyagarajan B,
Rohacs T, Balla T.
(T Cell Biol., 2006)

Une méthode alternative pour augmenter le taux ldedBns la cellule est de délivrer des Pls
synthétiques pouvant passer la membrane plasmeguehhines d’acides gras étant raccourcies pour
limiter 'hydrophobicité ou en combinant le Pls avees protéines polyamines ou polybasiques
(Panaretou et al., 1997). Cette méthode présavi@ntage de la simplicité des ces « navettes » de
Pls et peut permettre le test de divers isomerePldd'intérét. L'inconvénient principal sera la
localisation anarchique de ce Pl dans les divemgpentiments cellulaires, faisant voler en éclass le
fonctions pouvant étre observée localement. Il ggalement tres difficile ici aussi de déterminer
quelles voies de signalisation peuvent étre réeigrtouché et quelle est la protéine spécifiquement

atteinte.
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Conclusion géenérale

Il semble ainsi évident que les phosphoinositioigisun impact énorme sur I'ensemble des
processus de signalisation en association avecdiesrses membranes des compartiments
cellulaires. Un nombre de recherche croissant sarlipides ces 30 dernieres années a amélioré
grandement notre compréhension de la signalisatétinlaire. Cependant le nombre pléthorique
d’étude sur ces lipides est difficile a centralisr appréhender. Il reste en fait des vides
fondamentaux sur la fonction de ces phosphoinesitiet les détails mécanistiques permettant de
mieux comprendre comment ils régulent la dynamimembranaire. L’amélioration d’outils de
recherche ainsi que le développement d’inhibiteypéscifiques pourrait nous permettre d’élucider
certaines incertitudes. Bien qu’'au départ, ce champrecherche était souvent guidé par une
curiosité conduisant & des recherches uniqguememg ta champs théorique, cette recherche a
finalement débouché sur des applications en thétigpe. En effet, il y a 10 ans, les inhibiteurs de
PI3K n’étaient qu’uniquement considérés que comres dutils scientifiques de recherche,
désormais, il y a des études cliniques permeteardidlage de pathologies telles que le cancer,
l'autoimmunité, l'allergie et les désordre métafak (Kim et al., 2008; Liu et al., 2009; Marone et
al., 2008; Oak and Fruman, 2007). A I'heure actyeéll recherche translationnelle ne comprend pas
I'utilité du développement par exemple d’'un inhéoit des P14K. Cependant, cela peut rapidement
changer par exemple la Pl4kdlla été identifie comme un effecteur essentiel dlassemblage du
virus de I'hépatite C au niveau du foie, comme idétans trois études récentes indépendantes
(Berger et al., 2009; Trotard et al., 2009; Vaitlaart et al., 2009). Cette découverte suggere ainsi
qgue cet enzyme pourrait étre une cible intéresspater I'utilisation d’inhibiteur. Il y a ainsi
énormément de raisons permettant d’espérer quarde Investissement réalisé dans le champ des

phosphoinositides va déboucher des applicationsritaptes en recherche clinique.

Concernant le PtdIins5P, nous montrons dans nasuxaqu'il pourrait également étre un messager
important des voies de signalisation du lymphodyt®u le nombre actuel de fonctions émergentes
sur ce nouveau type de PI, il semble essentielpdidipndir cette recherche qui aboutira sans nul
doute a la meilleure compréhension des voies dabn du TCR. Enfin, son rble suggéré
dernierement dans la lymphomagénése justifie deéfét porté sur ce PtdIns5P et laisse entrevoir
un role potentiel de ce Ptdins5P dans le procedsuscogenese (Coronas et al., 2008). Cette
observation permettant par la méme d’envisagerutitieé¢ dans le futur de ces recherches sur le
PtdIns5P, en thérapeutique.
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Table des abréviations

Abl :
Ac:

Ag:
AP-1:
AML:
APC:
BCR:
Ber-Abl:
Chbl:
Cbp:
CLL:
CML:
Csk:
Crk:
Crk-L:
CTLA-4:
DAG :
DKH:
EEAL:
EGF:
EGF-R:
ERK:
ERM:
FAPP1:
FYVE:
GADS:
GDP:

Abelson kinase

Anticorps

Antigéne

Activation protein-1
Acute myeloid Leukemia

Antigen Presenting Cell

B cell receptor

Breakpoint cluster region-Abelson chimera
Casitas B cell lymphoma
Csk-binding protein

Chronic Lymphoid Leukaemia
Chronic Myeloid Leukaemia
C-terminal Src Kinase

CT10 regulator of kinase

Crk ligand

Cytotoxic Lymphocyte antigen-4
Diacylglycérol

Dok Homology

Early Endosome antigen-1
Epidermal growth factor
Epidermal-Growth Factor Receptor
Extracellular signal-Regulated Kinase
Ezrin-Radixin-Moesin
Four-phosphate-adaptor protein
Fablp, YOTB,Vaclp, EEAl
GRB2-related adaptor proteins

Guanosine diphosphate
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GEF: Guanosine Exchange Factor
GEM: Glycosphingolipid enriched microdomains
GFP: Green Fluorescent protein

GLUT-4: Glucose transporter-4

GRB2: Growth Factor-Receptor bound Protein 2
GRP: General receptor for phosphoinositides

GST: Glutathione S-transferase

GTP: Guanosine triphosphate

IL: interleukine

IP3: Inositol-tri phosphate

IR: Insulin Receptor

IRS: Insulin receptor substrate

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Mot
ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based inhibition Mot
Itk: IL-2 inducible T-cell Kinase

JNK: C-Jun aminoterminal kinase

kDa: KiloDalton

KO : Knockout

LAT: Linker for Activation of T cell

LFA-1: Leukocyte function associated antigen-1
LIME: Lck-interacting molecule

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MEF: mouse embryonic fibroblast

MEN: Multiple endocrine neoplasia

MTOC: Microtubule-organizing center

NF-AT: Nuclear factor of activated T cell

NF-kB: Nuclear factor kappa B

PAG: Phosphoprotein Associated with Glycosphiipgatenriched microdomains

PDGF-R: Platelet-Derived Growth Factor Receptor
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PH:
PHD:
PI3K:
Pl4K:
PIPKs:
PKC:
PLC:
PTB:
Ptdins:
PTEN:
PTK:
PTP:
RasGAP:

RASGRP:

RNA:I:
RTKs:
SH:
SHP:
SHIP:
SLP-76:
SOs:
STAT:
TCR:
TRIM:
ZAP-70:

Pleckstrin Homology domain

Plant homeo-domain
Phosphoinositide-3 Kinase
Phosphoinositide-4 Kinase
Phosphatidylinositol phosphate kinases
Protéines Kinases C

Phospholipase C

Phosphotyrosine Binding

Phosphatidylinositol

Phosphatase and tensin homolog deletedromdsome ten

Protéine Tyrosine Kinase

Protéine Tyrosine Phosphatase
RasGTPase-activation protein

RAS guanyl nucleotide-releasing protein
Rna interference

Récepteurs a activité Tyrosine Kinase

Src Homology

SH2-domain containing tyrosine phosphatase
SH2 domain containing inositol 5’-phosphatas
SH2 domain containing Leukocyte Proteid®kDa
Son-of-sevenless

Signal transducer and activator of trandwip

T cell receptor

T cell receptor interacting priste

Zeta-associated protein of 70 kDa
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Summary:

PtdIns5P is a rare phosphoinositide and is statbngmerge as a potential second messenge
Bacterial infection byShigella flexneriivia the virulence factor IpgD, generates Ptdinsbihe

host cells and induces Akt activation. Recent awede report that enhanced tyrosine
phosphorylation increase cellular Ptdins5P levald #hat Ptdins5P could have a role in

oncogenesis. Altogether, these data argue for poriiant role of PtdIns5P in cell signalling.

Recently, we demonstrated a PtdIins5P productio inells upon TCR triggering.
Interestingly we showed that Dok-1 and Dok-2 pradeffor Downstream of tyrosine kingse
tyrosine phosphorylation correlated with PtdinsbBrease. These structurally related adapter
molecules contain a pleckstrin homology (PH) domgemerally acting as a lipid/protein-
interacting module. We found that Dok-1/Dok-2 PHr@ons bind in vitro to Ptdins5P. The
presence of this PH domain is necessary for thasitye phosphorylation of Dok-1 and Dok-2
proteins and their negative functions in T cellsg&ther, our data identify a novel lipid mediator
in T cell signalling and suggest that Ptdins5P dooé a new yet uncharacterized second

messenger in T cell activation.

We next focused on a new Ptdins5P binding modh&ePH domain Dok-5. Our in vitro
data revealed a stronger interaction between Dé&#¥and Ptdins5P. We used Dok-5 PH
domain and IpgD as tools to characterize Ptdinsietional effects on T cells. Our results show
that IpgD expression induces Src-kinase and Akivaioon, but not ERK activation and
enhances IL-2 promoter activity in T cells. Expressof this PtdIns5P interacting domain

blocks IpgD-induced T cell activation and selectsignaling molecules downstream of TCR

triggering. Altogether, these data suggest thalinBEP may play a sensor function in setting the

threshold of T cell activation and contributingnb@intain T cell homeostasis.
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Résumeé :

Le PtdIns5P est un phosphoinositide tres peu catrémerge dernierement en tant
guimportant nouveau second messager. D’ailledasighmentation artificielle de PtdIns5P
dans les cellules épithéliales, favorise la voie-gmcogénique Phosphoinositide 3-
kinase/AKT. Plus récemment, il a été fait état dpossible role du Ptdins5P dans le

processus de lymphomagenese.

Notre laboratoire étudie depuis de nombreuses ante&e voies de signalisations
importantes de 'activation lymphocytaire T et motaent la voie pro-oncogénique PI3K. Le
laboratoire s’est tourné notamment vers I'étude pteséines adaptatrices de la famille Dok
(Downstream of Kinase) lors de I'activation lympktaire T.

Ainsi le but de ce travail a été dans un premienpe|'étude des protéines adaptatrices
Dok-1 et Dok-2 durant I'activation lymphocytaire Plus précisément, nous nous sommes
focalisés sur le role de leur domaine pleckstrimblmgy (PH) dans leur fonction inhibitrice
durant l'activation lymphocytaire T. De maniéreéirgssante nous avons pu caractériser le
PtdIns5P comme un ligand convaincant des domaikedePDok-1 et Dok-2 et engendrant
leur phosphorylation et donc leur activation. Desatjes de PtdIns5P effectués aprés une
stimulation du récepteur des cellules T (TCR) nonspermis d’observer une augmentation

de PtdIns5P suite a cette activation lymphocyfaire

Dans un second temps nous nous sommes intéressgacéériser les autres ligands
des domaines PH de la famille Dok. De maniére @sgante nous avons pu identifier le
domaine PH de Dok-5 comme un interacteur fort deeetdins5P. La caractérisation plus
précise de I'impact du PtdIns5P, nous a permis detrar la modulation positive de protéines
clés des voies de signalisation intracellulairdeselque les Src kinases et AKT qui sont

retrouvées phosphorylées suite a une augmentagiétdinss5P.

L’ensemble de ces résultats faisant du Ptdins5Pnamveau messager de I'activation
lymphocytaire T, pouvant contribuer au maintier’deméostasie des lymphocytes T.
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