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RESUME

Les protéines Dok-1 et Dok-2 sont deux membres d’une nouvelle famille de protéines
adaptatrices regroupées sous le nom Dok (Downstream of tyrosine kinase) et sont fortement
exprimées dans le lymphocyte T. Ces protéines agissent, suite a leur phosphorylation par
diverses tyrosine kinases, comme plateforme de liaison a différentes protéines impliquées dans
la transduction de signaux intracellulaires. Dans plusieurs systémes et types cellulaires étudiés,
dont le lymphocyte T, Dok-1 et Dok-2 agissent comme régulateur négatif de la transduction de
signaux, notamment par 1’association avec RasGAP, une protéine inhibant I’activité¢ de la
p21Ras. Pour ce faire, Dok-1 et Dok-2 possédent toutes deux des domaines structuraux et des
motifs de séquences leurs permettant d’interagir spécifiquement avec diverses protéines ou
lipides membranaires. Afin de mieux décrire et comprendre le fonctionnement de ces protéines
inhibitrices dans le lymphocyte T, nous avons ciblé nos études sur le réle de certains de ces

éléments dans les fonctions de Dok-1 et Dok-2.

Dans un premier temps, nous avons tenté de déterminer quels pouvaient étre les
partenaires d’association du domaine central de liaison a des phosphotyrosines (PTB;
phosphotyrosine binding) de Dok-1 et Dok-2 suite a I’engagement du récepteur CD2. Nous
avons pu démontrer que ce domaine est impliqué dans des interactions homotypiques et
hétérotypiques. La mutation de deux arginines (Arg207-08; Dok-1 et Arg200-01; Dok-2) du
domaine PTB, prédites comme étant impliquées dans 1’association aux phosphotyrosines,
résulte en la perte de ces interactions. La formation d’hétérodiméres entre Dok-1 et Dok-2 a
ensuite pu étre confirmée in vivo, suite a la phophorylation des protéines Dok induite par

I’engagement du récepteur CD2.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I’implication du domaine PTB dans les
fonctions des protéines Dok-1 et Dok-2. Il a été précédemment démontré que la tyrosine
(Tyr146) située entre les domaines PH et PTB de Dok-1 est impliquée dans I’oligomérisation
de Dok-1 via son domaine PTB. Selon I’homologie en séquence avec Dok-1, la protéine Dok-2

porte un résidu tyrosine équivalent (Tyr 139). Nous avons donc généré des clones surexprimant

Il



les protéines Dok-1 et Dok-2 portant les mutations prévenant la formation d’oligoméres (Dok-
1R207-08A et Y146F; Dok-2R200-01A et Y139F). Ces modifications entrainent la perte de
phosphorylation induite par CD2. Aussi, la surexpression de ces mutants ne parvient pas a
inhiber 1’activation des kinases ERK1/2 induite par CD2 comme il est observé lors de la
surexpression de la protéine sauvage. De plus, nous avons pu démontrer que la surexpression
des mutants Dok-1Y146F et Dok-2Y139F interfére avec la phosphorylation induite par CD2

des protéines Dok endogenes.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de proposer un modele ou I’oligomérisation
de Dok-1 et Dok-2, médié par leur domaine PTB, est une étape essentielle a la phosphorylation

et aux fonctions de ces deux protéines inhibitrices dans la signalisation induite par CD2 chez le

lymphocyte T.
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INTRODUCTION



Le rdle central des protéines de type adaptatrice dans la transduction de signaux
intracellulaires est maintenant bien établi. Ces protéines, dépourvues de toute activité
enzymatique ou trancriptionnelle, agissent plutét comme ponts moléculaires permettant des
interactions intimes entre diverses protéines vouées a la transmission de signaux générés a la
membrane cellulaire. L’étude de souris déficientes pour certaines protéines adaptatrices
témoigne bien du réle crucial de celles-ci dans la régulation de I’activité lymphocytaire
(Janssen et al., 2003). Ces protéines sont dotées de différents domaines modulaires et/ou motifs
de séquences particuliers leurs permettant de participer dans des interactions protéines-
protéines ou protéines-lipides. Ces domaines incluent entre autres les domaines PH (pleckstrin
homology), aptes a lier des phosphoinositides, ainsi que les domaines SH2 (Src homology) et
PTB (phosphotyrosine binding), tous deux capables de lier des phosphotyrosines. Des
associations de type constitutives peuvent aussi se produirent via I’interaction de domaines SH3
avec des séquences riches en proline. Les protéines adaptatrices agissent donc habituellement
en aval de protéines tyrosine kinases (PTK), responsables des événements de phosphorylation
générés suite a I’engagement de récepteurs a la membrane. La phosphorylation de motifs de
séquence distincts assure la spécificité et donc la sélection des diverses molécules qui
interviendront en fonction des différents contextes membranaires entre la cellule présentatrice

d’antigenes et la cellule T.

Les protéines de la famille Dok (Downstream of tyrosine kinase) forment une nouvelle
famille de protéines adaptatrices incluant actuellement cinq membres, soient Dok-1, -2, -3, -4 et
-5. Elles portent toutes un méme profil structural consistant en une section amino(N)-terminale
incluant un domaine PH suivi d’un domaine PTB, puis une portion carboxy(C)-terminale
généralement riche en résidus tyrosine et proline. L’expression et la séquence de ces protéines
permettent toutefois de distinguer deux sous-groupes a ’intérieur de la famille Dok. En effet,
I’expression des protéines Dok-1, -2 et -3 est plutdt réservée aux tissus hématopoiétiques alors
que les protéines Dok-4 et Dok-5 semblent étre plus spécifiques aux tissus non-
hématopoiétiques et s’apparentent en séquence beaucoup plus entre elles qu’avec les trois
autres membres de la famille (Cai et al., 2003). La capacité inhibitrice de ces molécules semble
étre une propriété générale a la famille Dok. L’étude des souris déficientes pour la protéine

Dok-1 démontre clairement le role négatif de cette protéine dans la prolifération et la



signalisation cellulaire (Yamanashi et al., 2000; Di Cristofano et al., 2001). D’autres études in
vivo sur Dok-2 témoignent aussi d’une fonction de régulateur négatif, particuliérement chez le
lymphocyte T. L’expression forcée de Dok-2 dans des précurseurs de cellules
hématopoiétiques inhibe la repopulation des tissus lymphoides avec un effet drastique sur la
repopulation du thymus (Gugasyan et al., 2002). Aussi, I’expression faible de Dok-2 pourrait
étre la cause des lymphoadénopathies et splénomégalies observées dans des souris hairless
(hr/hr) (Nelms et al., 1998b). Les protéines Dok-3 et Dok-4 ont aussi été démontrées
influengant négativement des événements de signalisation intracellulaire (Cong et al., 1999;

Lemay et al., 2000; Bedirian et al., 2004).

Des études sur les événements de phosphorylation induits par la kinase Lck, dans le
lymphocyte T, a conduit & I’identification de deux protéines fortement phosphorylées suite a
I’engagement du récepteur CD2, Dok-2 (p56dok) et Dok-1 (p62dok) (Nemorin et al., 2000b).
La surexpression de Dok-1 dans des cellules T Jurkat conduit & un effet négatif important sur la
signalisation induite par CD2, incluant I’augmentation de Ca®" intracellulaire, I’activation de la
PLCyl et des MAP kinases ERK 1/2 (Nemorin et al., 2001). Ces événements ménent a une
baisse d’activation du facteur de transcription NF-AT et de la production d’IL-2. L’association
et la co-localisation & la membrane de Dok-1 avec la protéine RasGAP représente une étape clé

dans la régulation négative de la signalisation induite par CD2.

L’implication des différents domaines des protéines Dok dans leurs fonctions représente
le sujet de plusieurs études récentes sur ces protéines. Etant donné les nombreuses observations
soulignant la phosphorylation de Dok-1 et Dok-2, il n’est pas étonnant que la portion C-
terminale, riche en résidus tyrosine, sert de cible pour des récepteurs et protéines avec une
activité tyrosine kinase. Ces événements conduisent a 1’association avec plusieurs protéines,
telle RasGAP, via des motifs de séquences spécifiques. La contribution des domaines PH et
PTB aux fonctions des protéines Dok-1 et Dok-2 a aussi été investiguée. Le domaine PH de
Dok-1 est fonctionnellement apte & lier des phosphoinositides in vitro et semble étre important
pour les fonctions négatives de Dok-1 in vivo (Zhao et al., 2001). De méme, le domaine PH de
Dok-2 est nécessaire a la localisation et la phosphorylation optimale de la protéine par les

récepteurs EGFR et Tek/Tie2 (Jones et al., 1999; Jones et al., 2003). Le domaine PTB de Dok-



1 peut quant a lui lier la protéine de régulation négative SHIP-1 (Tamir et al., 2000), alors que
le domaine PTB de Dok-2 est impliqué dans le recrutement aux récepteurs membranaires
EGFR et IL-4R (Nelms et al, 1998b; Jones et al., 1999). Dans une récente ¢tude sur le
domaine PTB de Dok-1, il a été déterminé que ce domaine pouvait fonctionnellement s’associer
a un motif de séquence particulier parmi une banque de peptides aléatoires (Songyang et al.,
2001). Ce motif est contenu a I’intérieur méme de la protéine et les auteurs ont pu montrer que
Dok-1 pouvait homodimériser, via vraisemblablement I’interaction du domaine PTB avec la
phosphotyrosine contenue dans ce motif. Deux résidus arginines du domaine PTB, conserves
chez les membres de la famille Dok et IRS (Insulin receptor substrates), sont impliqués dans

cette interaction.

Dans le lymphocyte T, outre 1’association aux protéines RasGAP et Crk-L, peu
d’information est connue sur les interactions moléculaires misent en jeu par les protéines Dok-1
et Dok-2. La présence de ces deux membres similaires de la famille Dok dans la cellule T pose
également la problématique de leur fonction respective. Pour mieux comprendre le
fonctionnement et le role de Dok-1 et Dok-2, nous nous sommes intéressés a 1’implication du
domaine PTB de ces protéines adaptatrices dans la signalisation cellulaire engendrée par le
récepteur CD2, chez le lymphocyte T. Dok-2 posséde aussi une tyrosine contenue dans la
séquence de liaison préférentielle au domaine PTB de Dok-1. Comme ces deux membres de la
famille Dok sont exprimés dans le lymphocyte T, cela soulevait donc la possibilité d’interaction
homotypique entre les molécules Dok-2 et aussi hétérotypique entre Dok-1 et Dok-2. Des
études de liaison in vitro et d’immunoprécipitation in vivo ont donc été effectuées et nous ont
permis de démontrer 1’oligomérisation des protéines Dok-2 et Dok-1 suite & la stimulation du
récepteur CD2. De plus, la mutation des résidus tyrosines et des arginines du domaine PTB
impliqués dans 1’oligomérisation abolit la phosphorylation induite par CD2 et la fonction
négative des protéines Dok-1 et Dok-2. L’ensemble des résultats démontre I’importance du
domaine PTB et des interactions homo- et hétérotypiques dans les fonctions inhibitrices de ces

protéines dans la signalisation par CD2 chez le lymphocyte T.
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1 Activation du lymphocyte T mature

A P’interface du contact entre une cellule présentatrice d’antigénes (CPA) et le lymphocyte
T, un peptide antigénique, présenté par une protéine du complexe majeur d’histocompatibilité
(peptide-CMH) exprimée a la surface de la CPA, sert de ligand pour le récepteur a I’antigene de
la cellule T (TCR). Déja a ce niveau, de multiples facteurs incluant 1’affinité et la durée de
’interaction ainsi que la présence ou non de divers éléments de co-stimulation interviennent
pour guider la cellule T vers la réponse lymphocytaire adéquate. Plusieurs cascades
biochimiques sont alors engendrées a I’intérieur de la cellule T et perturbent 1’équilibre de la
cellule a 1’état quiescent. Malgré la complexité des événements ainsi générés, 1’issue résulte
principalement en trois types de réaction. D’une part, la cellule T s’active et entre dans une
phase de prolifération rapide générant ainsi une forte population de cellules effectrices assurant
leurs fonctions cytotoxiques et/ou productrices de cytokines effectrices. A Topposé, la
résultante des incidents ménera plutt a la mort de la cellule T par apoptose, ou encore a sa
survie mais dans un état passif avec absence de réactivité a I’antigéne appelé état d’anergie.
C’est dans un carrefour d’interactions entre des molécules activatrices et des molécules
présentes pour limiter I’activation que se décide la réponse cellulaire. Il est donc impératif de
comprendre le déroulement de ces événements membranaires puis cytoplasmiques pour bien

concevoir le fonctionnement et interpréter les éventuels disfonctionnement du lymphocyte T.

1.1 Le récepteur a I’antigéne (TCR) et CD3

Le TCR est formé par différents polypeptides dont la constitution assure la spécificité
requise pour la reconnaissance du ligand ainsi que la transmission du signal a la machinerie
intracellulaire. Deux chaines clonotypiques, a et f ou v et 6, dont la diversité est assurée par un
procédé de réarrangement génétique, forment un hétérodimére qui assure la liaison du ligand.
Suite a I’interaction avec le peptide-CMH, le TCRaf (ou TCRyd) transmet le signal a I’intérieur
de la cellule via le CD3, consistant en quatre types de chaines polypeptidiques couplées sous

formes de trois diméres : vye, d¢ et {{ (Alarcon et al., 2003). Ces chaines CD3 associées au



TCR possédent dans leur portion intracytoplasmique des motifs d’activation appelés ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Ces séquences consistent en une paire de
résidus tyrosine séparés par 9 a 11 acides aminés. Les sous-unités v, € et & en porte chacun un,
alors qu’on en trouve trois dans la sous-unité {. Suite a la stimulation du TCR, les résidus
tyrosine contenus dans ces ITAMs sont rapidement phosphorylés par Lck, une protéine tyrosine
kinase (PTK) de la famille Src, et sont & 1’origine des cascades de signalisation engendrées a

I’intérieur de la cellule (Malissen, 2003).

1.2 Signalisation intracellulaire

A la membrane, avant ’engagement du TCR, les éléments initiateurs de la signalisation
par le TCR sont physiquement séparés. La kinase Lck, via sa myristoylation et sa
palmitoylation, est retrouvée a I’intérieur de microdomaines membranaires nommés radeaux
lipidiques, formés spontanément par un enrichissement de différents lipides hétérogénes en
raison de leurs propriétés biophysique (Horejsi, 2003). Ils sont caractérisés par une
composition en lipides particuliére (enrichis en cholestérol et glycosphingolipides),
’accumulation de protéines ancrées au glycosylphosphatidylinositol (GPI) et un enrichissement
important de molécules de signalisation (Anton van der Merwe et al., 2000). Essentiellement,
les radeaux lipidiques jouent un réle de plate-forme pour le recrutement et la concentration de
composants de signalisation, formant une place particuliére pour des interactions intimes entre
ces molécules. La kinase Lck y est maintenue dans un état inactif par I’action combinée de Csk
et PEP, également ciblés dans les radeaux lipidiques par I’interaction avec la protéine PAG qui
est constitutivement associée & ces microdomaines (Lindquist et al., 2003). Csk est une
tyrosine kinase qui phosphoryle une tyrosine en C-terminal régulant négativement I’activité de
la kinase Lck, alors que PEP est une phosphatase qui déphosphoryle la boucle d’activation de
Lck. Suite a la stimulation, le TCR, qui dans les cellules T au repos est largement exclu des
radeaux lipidiques, y est recruté et est alors libéré de I’action de phosphatases maintenant les
ITAMs a un faible niveau de phosphorylation (Mustelin et al., 2003). Simultanément, Lck est
libéré de sa régulation négative, via la déphosphorylation de la tyrosine régulatrice en C-

terminal, par la phosphatase membranaire CD45 qui contribue également a exclure Csk des



radeaux lipidiques (Hermiston et al., 2002). A ce niveau entre aussi en jeu des co-récepteurs
comme CD4 et CD8, constitutivement associés a Lck, qui alors recrutent la kinase aux niveaux
des ITAMs du TCR-CD3 via la co-localisation engendrée par 1’interaction de CD4 ou CD8
avec le peptide-CMH. Une fois les ITAMs hautement phosphorylés, la kinase de la famille Syk
(spleen tyrosine kinase) ZAP-70, reconnaissant ces motifs via un tandem de domaines SH2, est
alors recrutée puis activée a son tour par sa phosphorylation médiée par Lck (Wange et al,
1996). La kinase ZAP-70 alors activée s’autophosphoryle sur trois résidus tyrosines qui
serviront au recrutement d’effecteurs au complexe TCR-CD3. De plus, ZAP-70 a pour substrat
diverses molécules incluant LAT et SLP-76, deux protéines jouant un rdle central dans la

poursuite du signal par le TCR (voir Figure A).

Séquentiellement, deux motifs phosphorylés contenant des tyrosines de la protéine LAT
servent d’ancrage a la protéine Gads, qui est constitutivement associée a SLP-76, recrutant ainsi
cette molécule dans les microdomaines membranaires contenant LAT (Zhang, W. et al., 2000).
LAT et SLP-76, suite a leur phosphorylation, vont servir de plateforme de liaison & diverses
molécules et ainsi constituer un complexe de signalisation unissant plusieurs protéines
possédant des fonctions différentes (Clements, 2003). Entre autres, le recrutement et
P’activation de la phospholipase C-gammal (PLCyl) permet 1’hydrolyse subséquente du
phosphatidylinositol (PI)-4,5-P, générant ainsi les seconds messagers inositol-1,4,5-P3 (IP3) et
le diacylglycérol (DAG). Ultimement, I’IP; entraine la mobilisation de calcium a I’intérieur de
la cellule, alors que le DAG est responsable de I’activation de la protéine kinase C (PKC) et de
la p21Ras (Ebinu et al., 2000). L’activation de Ras peut aussi se faire par le recrutement a LAT
de Grb2 et Sos, une protéine stimulant I’activité de Ras (voir Figure A). La tyrosine kinase Itk
se retrouve aussi 4 ce complexe et lorsqu’activée contribue a I’activation de PLCyl et a la
régulation de la réorganisation du cytosquelette par I’implication de la protéine Vav-1 (Miller et
al., 2002). LAT a aussi la capacité de lier la phosphatidylinositol (PI) 3-kinase, localisant ainsi
cette kinase a son site d’action 4 la membrane et dont le produit contribuera au recrutement a la
membrane de plusieurs protéines. Enfin, ce complexe signalétique est aussi a 1’origine de
I’activation d’une série d’autres protéines signalétiques, incluant les MAP (mitogen activated
protein) kinases ERK, JNK et p38, en plus de petites protéines G impliquées dans le
cytosquelette (Rac, Rho, Cdc42). La voie d’activation Ras/Raf/MEK/ERK sera entre autres



responsable de D’activation subséquente de facteur de transcription du type AP-1 (activator
protein 1) (Arendt et al., 2002). Ultimement, la réorganisation du cytosquelette ainsi que la
modification de I’activité transcriptionelle ménera a I’induction des capacités prolifératives et
cytotoxiques ainsi qu’aux habiletés a produire des cytokines effectrices T, permettant alors les

fonctions immunes du lymphocyte T.
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1.3 Role des co-récepteurs

La spécificité de I’activation du lymphocyte T est assurée par le TCR mais ’activation
appropriée nécessite aussi d’autres récepteurs retrouvés dans la zone de contact avec la CPA.
Certains récepteurs comme les molécules CD4 et CD8 reconnaissent directement le CMH alors
que d’autres comme CD2, LFA-1, CD28 et CTLA-4 reconnaissent des ligands spécifiques
exprimés ou non sur la cellule présentatrice. Ensemble, ces molécules assurent les mécanismes
d’adhésion, de reconnaissance et de co-stimulation permettant ’activation adéquate de la

cellule T.

1.3.1 CD4etCDS8

De par leur propriété a lier la partie non-polymorphique du CMH, ces deux co-
récepteurs contribuent a la reconnaissance et la stabilisation de 1’interaction CMH/peptide/TCR.
Le lymphocyte exprimant la molécule CD8 est restreint a lier le CMH de classe I alors que la
cellule T CD4 est restreinte au CMH de classe II. Le modéle de recrutement proposé suggere
que, lors de la faible sollicitation des complexes TCR-CD3 suite a ’engagement initial de
peptide-CMH, il y a alors recrutement de co-récepteur aux complexes, ce qui amplifie
I’engagement du TCR en stabilisant ’interaction TCR-peptide-CMH (van der Merwe et al.,
2003). De plus, a ’aide de leur portion intracytoplasmique, apte a lier de fagon constitutive la
PTK Lck, ces deux récepteurs vont aussi amplifier la transduction des signaux (Veillette et al.,
1988; Rudd et al., 1991). En effet, I’interaction de CD4 ou CD8 avec le CMH va contribuer au
recrutement de la kinase Lck a proximité du complexe TCR-CD3 et ainsi permettre 1’activation

des ITAMs.

1.3.2 CD2

Cette glycoprotéine transmembranaire, un homodimére d’environ 50 kDa, est membre

de la famille des immunoglobulines dont le sous-groupe comprends au moins 11 membres dont
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CD2, CD48, CD58 (LFA-3) et CD150 (SLAM) (van der Merwe et al., 2003). Les ligands
connus pour les récepteurs de cette famille sont tous contenus a I’intérieur méme de la famille.
Par exemple, CD2 a pour ligand principal la molécule CD58 chez I’humain, et CD48 chez la
souris (Springer et al., 1987; Davis et al., 1996). L’expression de CD2 est essentiellement
observée sur les cellules T, les thymocytes et les cellules NK, alors que CD58 est tres largement
exprimé. Les souris déficientes pour CD2 ne montrent pas de changement de phénotype
évident. Les cellules T issues de ces souris présentent un défaut dans la prolifération et la
production de cytokine, et des souris déficientes pour CD48 ont des défauts prononcés dans
I’activation des cellules T CD4" (Teh et al., 1997; Gonzalez-Cabrero et al., 1999). On observe
aussi avec des souris transgéniques pour le TCR et déficientes pour CD2 une hausse du seuil
d’activation du TCR in vitro et de la cellule T in vivo (Bachmann et al., 1999). Néanmoins,
I’affinité beaucoup plus grande (40-50 fois) du couple humain (CD2-CD58), en comparaison
avec la souris (CD2-CD48), ainsi que 1’expression considérablement plus étendue du ligand de
CD2 chez I’humain conférent vraisemblablement une importance accrue a ce récepteur chez

notre espéce (Dustin et al., 1997).

Via sa portion extracellulaire, CD2 agit comme une molécule d’adhésion et I’interaction
CD2-CD58 amplifie grandement la reconnaissance de 1’antigéne par la cellule T (Bierer et al.,
1989; Moingeon et al, 1989). CD2 pourrait diminuer I’affinité et la densité en surface
nécessaire du peptide-CMH requis pour activer la cellule T. A cet effet, I’interaction CD2-
ligand pourrait fonctionner en positionnant les membranes a une distance optimale (~14 nm)

pour I’engagement du TCR avec le peptide-CMH (Davis et al., 1996).

La portion intracytoplasmique de CD2 participe aussi aux fonctions du récepteur en
possédant un rdle dans la transduction de signaux et la régulation de ’adhésion. En effet, CD2
peut agir en tant que co-récepteur modulant I’activation cellulaire induite par le TCR/CD3. La
co-ligation de CD2 et CD3 avec une protéine chimére LFA-3/Ig et des anticorps anti-CD3
résulte en une augmentation profonde de la phosphorylation de la PLC-y1, de la mobilisation du
calcium intracellulaire et la prolifération de la cellule T (Kanner et al., 1992). De plus, en
utilisant une combinaison d’anticorps contre seul le CD2 humain, la signalisation engendrée

représente méme une voie alternative d’activation, indépendente du TCR/CD3. La stimulation
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par ces anticorps permet d’obtenir la phosphorylation sur tyrosine de protéines multiples,
I’activation de la PKC, une élévation du Ca®* intracellulaire, la production d’IL-2 et un effet
mitogénique (Pantaleo et al., 1987; Beyers et al., 1989; Ley et al., 1991). De plus, la co-
stimulation des cellules T avec CD58 a été montrée capable d’induire 1’activation des facteurs
de transcription tels NF-AT (nuclear factor of activated T cel), AP-1 et NF-xB (nuclear factor
kB), avec NF-AT comme cible clé des facteurs de transcription impliqués dans la voie

CD58/CD2 (Parra et al., 1997).

Ces propriétés sont rendues possible grace a 1’association de diverses molécules de
signalisation aux motifs riches en résidus proline du domaine cytoplasmique de CD2. C’est le
cas de kinases de la famille Src dont Lck (Bell et al., 1996) et FynT (Fukai et al., 2000), des
molécules adaptatrices CD2BP1 (CD2-binding protein 1) (Li, J. et al., 1998b) et CD2BP2
(Nishizawa et al., 1998). Le récepteur CD2 pourrait accomplir ses fonctions en recrutant

certaines de ces molécules de signalisation a proximité du complexe TCR/CD3.

La portion intracytoplasmique influence aussi la distribution de la molécule CD2 au
niveau de la surface de contact entre la cellule T et ’APC. Cet effet semble étre médié par
’association avec la CD2AP (CD2-associated protein) qui sert de lien avec le cytosquelette
(Dustin et al., 1998). 1l a été démontré que cette protéine joue un role critique dans la
dégradation des complexes TCR-CD3 activés, un événement essentiel a la « désensibilisation »
de la cellule T et son inactivation (Lee et al., 2003). Cependant, les défauts dans I’activation de
la cellule T chez la souris déficiente pour CD2AP étant plus sévére que la déficience de CD2
suggerent que CD2AP pourrait jouer un réle plus large dans la fonction du lymphocyte T (Shih
et al., 1999). La contribution de CD2 dans ces événements de régulation a la baisse du TCR-

CD3 dirigée par CD2AP reste donc a déterminer.

1.3.3 CD28

CD28, une glycoprotéine homodimérique de 44 kDa, est exprimé par la plupart des

lymphocytes T matures et représente un récepteur de co-stimulation lors de I’activation de la
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cellule T. Deux ligands physiologiques pour CD28, possédant 25% d’identité en séquence dans
leur portion extracellulaire, ont été décrits : B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) (Sharpe et al,
2002). Ces deux molécules sont exprimées fortement sur les CPA activées (cellules
dendritiques, macrophages, cellules B), alors que 1’expression d’uniquement B7-2 est aussi

observée a de faible niveau sur les cellules dendritiques et les monocytes au repos.

Plusieurs réponses cellulaires T sont compromises de facon marquée dans les souris
déficientes pour CD28 ou B7-1/B7-2 (Lenschow et al., 1996). La stimulation du récepteur
CD28 avec ses ligands naturels génére un signal de co-stimulation important et essentiel a
’amplification de la réponse du lymphocyte T. Particulicrement, a des niveau d’occupation
faible en TCR, CD28 est unique pour délivrer un signal puissant et synergique pour activer
efficacement des facteurs de transcription tel NF-kB, NF-AT et AP-1 contr6lant les
phénoménes de prolifération, mort et différenciation cellulaire (Acuto et al., 2003). La
signalisation par CD28 permet I’expression complete de divers régulateurs qui initie et/ou
contrdle ces événements cellulaires. Par exemple, CD28 régule a la hausse I’expression de
cytokines (IL-2, INF-y, IL-4), de diverses chimiokines, de récepteurs pour cytokines et
chimiokines (IL-2R, IL-12R et CXC-chemokine receptor 5), ou d’autres récepteurs comme
CD40 ligand (CD40L), CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) et autres. Ces événements
délivrent une deuxiéme vague de signaux qui sont cruciaux pour les fonctions effectrices de la

cellule T.

Les résidus tyrosines et les motifs riches en proline contenus dans la portion
cytoplasmique de 41 résidus d’acides aminés de CD28 sont a 1’origine de la signalisation par ce
récepteur. Suite a la ligation de CD28, les PTKs Lck et/ou Fyn sont engagées et contribuent a
la phosphorylation des tyrosines. En contraste avec la signalisation du TCR/CD3, on n’observe
pas d’induction de phosphorylation de ZAP-70, LAT ou SLP-76 (Michel et al., 2001).
Plusieurs protéines sont alors recrutées, dont la PI3-K, les kinases Tec et Itk, la protéine GEF
Vavl et la sérine/thréonine kinase Akt. Par exemple, un motif d’association de CD28 a la sous-
unité régulatrice p85 de la PI3-K est requis pour ’activation de Akt, ’activation optimale de
I’IL-2, I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-X; et I’induction de la réponse a

I’antigéne in vivo. Les kinases Tec et Itk participent a 1’augmentation par CD28 de la
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production des seconds messagers IP; et DAG par la régulation positive de la PLC-y1, un effet
qui est abolit par la mutation de la portion cytoplasmique de CD28 responsable de I’activation

de Itk (Acuto et al., 2003).

La stimulation de CD28 seul résulte en I’expression transitoire de seulement quelques
génes et n’a pas de conséquences biologiques évidentes. Un des modéle proposé suggére que
CD28 pourrait étre partiellement ou totalement dispensable, et que CD28 amplifie les voies de
signalisation et le profil d’expression de génes qui sont activés par le TCR seul. CD28 pourrait
donc servir quantitativement plutét que qualitativement a 1’activation de la cellule T et étre

requis pour franchir le seuil d’activation lorsque la ligation du TCR seul n’est pas suffisante.

1.3.4 CTLA-4

L’expression du récepteur CTLA-4 4 la membrane est réduite dans la cellule T au repos et
induite suite a ’activation de la cellule T, ce qui constitue un mécanisme de rétro-inhibition de
’activation de la cellule T. Le transport et I’expression a la surface de cette molécule sont
régulés et induits de fagon dynamique, CTLA-4 étant accumulé dans les lysosomes et sécréte au
niveau du contact cellule T-CPA suite & la stimulation du TCR (Saito et al., 2003). Ce co-
stimulateur négatif agit par compétition avec le ligand du récepteur activateur CD28 ainsi qu’en
induisant des signaux d’inhibition vers I’intérieur de la cellule. L’affinité de CTLA-4 pour B7-
1/2 est 10-20 fois plus grande que celle de CD28 et la régulation de son expression est donc

d’autant plus importante.

Le phénotype des souris déficientes pour CTLA-4 ne laisse aucun doute sur la nature de
régulateur négatif de cette molécule (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995). Ces souris
exhibent une lymphoprolifération massive et une infiltration des lymphocytes T dans de
multiples organes. Toutes les cellules T issues de ces souris présentent un phénotype active, et
une variété de molécules phosphorylées. Au niveau moléculaire, outre la suppression de
I’activation par simple compétition pour les ligands de CD28, la portion cytoplasmique de

CTLA-4 semble impliquée dans la transmission de signaux intracellulaires. Des motifs

15



contenant des tyrosines ont été montrés comme étant impliqués dans 1’association a PI3-K et la
phosphatase SHP-2 et seraient responsables de 1’effet suppresseur du récepteur. 11 a été proposé
que I’association avec SHP-2 et la formation d’un complexe avec CD3( inhibent
éventuellement la phosphorylation de CD3(, mais plusieurs études n’ont pu confirmer cet effet

et d’autres mécanismes pouvant étre impliqués restent inconnus (Saito et al., 2003).

1.4 Régulation des protéines tyrosine kinases (PTK)

En plus de leur fonction enzymatique, les kinases de la famille Src possédent des
domaines de liaison aux protéines leur conférant aussi un rdle d’adaptateur. Ces kinases
possédent en N-terminal du site catalytique un domaine de type SH3 et un domaine SH2, que
plusieurs études ont aussi démontré comme étant impliqués dans la régulation méme de la
protéine. A I’état de repos, une interaction moléculaire entre le domaine SH2 et une tyrosine
phosphorylée contenue dans la région C-terminale résulte en une conformation qui limite
I’accessibilité au substrat et rend le domaine kinase inactif (Cooper et al., 1993). Le domaine
SH3 contribue également a cette conformation en liant une séquence riche en proline contenue
dans la région connective située entre les domaines SH2 et kinase (Young et al., 2001). Des
études de mutagenése ont montré que les deux domaines sont vitaux pour la régulation

allostérique de I’activité enzymatique.

Il est donc évident que la régulation des kinases Src se fait en partie via I’interaction avec
des kinases et phosphatases interagissant avec la tyrosine régulatrice en C-terminal. C’est la
kinase Csk (C-terminal Src kinase) qui est responsable de la phosphorylation et ainsi de
I’inactivation de la kinase. Comme attendu, en son absence (souris déficientes), le TCR devient
hyperactivé (Schmedt et al., 1998), et lorsque Csk est constitutivement associée a la membrane,
la signalisation par le TCR est modulée a 1a baisse (Chow et al., 1993). A 1’opposé, la protéine
transmembranaire CD45 semble étre responsable de la déphosphorylation de la tyrosine C-
terminale et son absence de la cellule résulte dans I’incapacité du TCR a activer la machinerie
signalétique en aval (Koretzky et al., 1990; Kishihara ef al., 1993). La localisation cellulaire de

ces deux protéines semble étre cruciale pour leur fonction. Alors que les interactions
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moléculaires responsables de guider CD45 dans la cellule sont sous investigation, il est
maintenant connu que la localisation cellulaire de Csk est dépendante de la protéine adaptatrice
PAG/Cbp (phosphoprotein associated with glycolipid-enriched microdomains/Csk binding
protein) (Brdicka et al., 2000; Kawabuchi et al., 2000). L’association de Csk a PAG permet
son recrutement aux radeaux lipidiques en plus de hausser son activation (Takeuchi et al.,
2000). Lors de D’activation de la cellule T par le TCR, PAG est montré comme étant
déphosphorylé, larguant ainsi temporairement Csk hors des GEMs pour laisser place aux
mécanismes d’activation (Brdicka et al., 2000). Certains membres de la famille Dok pourraient

aussi étre impliquées dans la localisation de la kinase Csk (voir section 3).

1.5 Meétabolisme des lipides

La découverte de modifications dans la quantité de certains phospholipides a la
membrane suite a 1’activation cellulaire a conféré un réle bien plus que structural aux lipides de
la membrane. En plus des roles centraux dans la génération d’inositol triphosphate (IP3) et du
diacylglycérol (DAG), les intermédiaires et sous produits du métabolisme des inositol-
phospholipides possédent aussi d’autres fonctions dans la signalisation. La génération de
second messager 4 la membrane est responsable de la modulation de I’activité de plusieurs
molécules signalétiques dont la PLCy, les tyrosine kinases de la famille Tec (Btk/Itk/Tec/RIk),
la kinase dépendante de phosphoinositides 1 (PDK-1), la protéine kinase B (PKB ou Akt), et les
protéines multifonctionnelles Vavl et Vav2 (Ott et al., 2002a). Les enzymes responsables des
modifications apportées aux lipides membranaires ainsi que leur régulation constituent des
éléments primordiaux a la transmission du signal provenant du TCR. La phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) est I’enzyme qui, lorsque activé, catalyse la phosphorylation en 3’ des dérivés
du phosphatidylinositol (PI) pour générer les P1(3,4)P et PI(3,4,5)P3 servant au recrutement des
protéines 4 la membrane via leur domaine PH (pleckstrin homology). L’importance du PIP;
dans la signalisation BCR est démontré par son rdle dans la translocation de composants clés de
la transduction des signaux, incluant PLCy (Falasca et al., 1998) et la Bruton’s tyrosine kinase

(Btk) (Salim et al., 1996; Bolland et al., 1998; Scharenberg et al., 1998). A Dinverse, la
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protéine SHIP (SH2-containing inositol 5’-phosphatase) déphosphoryle les phosphoinositides
et I’inositol phosphate en position 5 (Kavanaugh et al., 1996), et dont le substrat majeur in vivo
est le PIP;, formé par I’action de la PI3-K (Damen et al., 1996; Lioubin et al., 1996). Donc,
on considére que SHIP module négativement la transduction des signaux en hydrolysant le
PIP;, prévenant ainsi I’assemblage de divers complexes de signalisation dont ceux capables de

médier I’hydrolyse de PIP, et la mobilisation du Ca*" (Ono et al., 1996).

1.6 Régulation de Ras dans la cellule T

Le groupe de protéines liant le nucléotide guanine (protéine G) alterne entre un état 1i€ au
guanosine diphosphate (GDP) ou au guanosine triphosphate (GTP) et opére comme interrupteur
controlant D’activation cellulaire en réponse aux stimulus extérieurs. Ces GTP hydrolases
(GTPases), lorsque liées au GTP adoptent une conformation active qui leur permettent
d’interagir avec des effecteurs en aval régulant ainsi d’importants processus biologiques. Le
prototype des petites GTPases, Ras, est activé de fagon rapide et soutenue en réponse a
I’activation par le TCR, ou encore par la stimulation avec des cytokines telles les interleukines
IL-2 et IL-15 (Acuto et al., 2000; Genot et al., 2000). En plus d’étre nécessaire au
développement des thymocytes, Ras continue a étre important chez les cellules T matures pour
les fonctions du récepteur a ’antigéne. Ainsi, la perte de ses fonctions prévient 1’activation par
le TCR et I’induction de 1’expression de génes (Genot et al., 2000). Lorsque Ras est active, la
GTPase stimule de multiples effecteurs de voies de signalisation incluant I’importante voie des
kinases Raf-1/MEK/ERK /2 et les voies de signalisation contr6lées par les Rac/Rho GTPases
(voir Figure A) (Genot et al., 1996; Genot et al., 1998). Les effecteurs importants de Ras dans
les lymphocytes T matures sont des facteurs de transcription incluant la protéine de la famille
ETS Elk-1, le SRF (serum response factor), AP-1 et des membres de la famille NF-AT
(Cantrell, 2002).

L’activité des GTPases comme Ras est controlée par deux classes de protéines

régulatrices : les protéines GEFs (guanine nucleotide exchange factors) et les protéines GAPs

(GTPase activating proteins). Les GEFs servent de promoteur de transition de la conformation
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inactive liée au GDP a la forme active liant le GTP, alors que les GTPases stimulent I’hydrolyse
du GTP en GDP, inactivant ainsi la GTPase (voir Figure B). Une des protéines GEF bien
connue et conservée chez plusieurs espéces est Sos (Son of sevenless), qui interagit
constitutivement avec la protéine adaptatrice Grb2. Cette derniére possede un domaine SH2
qui peut lier des phosphotyrosines retrouvées sur différents récepteurs et adaptateurs et sert
ainsi au recrutement de Sos 4 la membrane en réponse a I’activation de tyrosine kinase
(Cantrell, 2002). La formation de ce complexe résulte en 1’accumulation de Ras-GTP activé
qui en activant la kinase Raf; initie I’activation de la cascade des MAP kinases. L’activation de
cette cascade a été montrée comme critique pour la prolifération cellulaire (Alessi ef al., 1994;
Zheng et al., 1994). Une autre Ras GEF est aussi retrouvé chez le lymphocyte, la RasGRP
(guanyl nucleotide-releasing protein), qui contient un domaine de liaison fonctionnel de type
Cl1 liant le diacylglycerol (DAG)/phorbol ester pouvant cibler la protéine au niveau de la
membrane, lieu o Ras est constitutivement situé (Dower et al., 2000; Roose et al., 2000). A
1’opposé, la p120RasGAP est une protéine qui régule négativement la signalisation par Ras en
stimulant son activit¢ GTPasique intrinséque (Trahey et al, 1988). La délétion du gene
encodant RasGAP produit un phénotype affectant plusieurs systémes comme on s’y attendrait
pour une enzyme clé retrouvée en aval de multiples voies de signalisation (Henkemeyer et al.,
1995). Son interaction avec la protéine SOCS3 a été décrite suite a la stimulation avec I’IL-2 et
la résultante de cette interaction semble étre I’activation de Ras (Cacalano et al., 2001). La
formation de ce complexe pourrait inhiber allostériquement les fonctions de RasGAP, ou
encore séquestrer ce régulateur négatif et ainsi physiquement prévenir I’interaction avec Ras.
Dans d’autres systémes, un modéle de régulation négative de Ras par RasGAP a été€ propose,
via D’interaction avec deux des membres de la famille de protéine adaptatrice Dok, Dok-1 et

Dok-2 (voir section 3).
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Figure B: Régulation de la GTPase p21Ras.

L’activation cellulaire méne a 1’activation de la protéine Ras, par 1’échange de GDP pour du
GTP, ce qui rend la GTPase active. Cet échange est catalysé par 1’action de protéine de type
GEF (Guanine exchange factor) tel Sos. Ras peut alors agir sur ses effecteurs tel Raf-1,
induisant I’activation des MAPkinases. L’activité GTPasique intrinséque de Ras provoque le
retour vers la forme inactive liée au GDP. Cette réaction est favorisée par I’action de protéine

de type GAP (GTPase activating protein) tel RasGAP.

2 Les protéines adaptatrices

Il est maintenant bien connu qu’un groupe de protéines appelées protéines adaptatrices sert
un role essentiel & activation cellulaire. Les protéines adaptatrices se définissent par une
absence d’activité enzymatique ou transcriptionelle et expriment une variété de domaines de
liaison (SH2, SH3, PH et PTB) et/ou plusieurs motifs contenant un résidu tyrosine pouvant étre

phosphorylé. Ces domaines et motifs spécialisés vont permettrent diverses interactions entre
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protéines ou encore entre protéines et lipides. De cette fagon, la protéine adaptatrice sert de
plateforme de liaison et de rassemblement pour plusieurs molécules impliquées dans la
transduction de signaux et joue donc un rdle central dans I’intégration du signal au niveau
intracellulaire. Ces protéines peuvent agir de plus d’une fagon, soit en recrutant une molécule
effectrice au bon compartiment cellulaire, en stabilisant ou en induisant I’interaction entre deux

protéines ou encore en régulant directement I’activité d’une enzyme.

2.1 Domaines Structuraux

Pour remplir leurs fonctions, les protéines adaptatrices sont composées de différents
domaines modulaires qui lient et recrutent d’autres protéines signalétiques. Les interactions
protéine-protéine et protéine-lipide impliquées se produisent via des domaines tels PH, PTB,
SH2 et SH3. Une protéine portant plus d’un de ces domaines, et possiblement des motifs
d’association a ces domaines, permet ainsi I’association simultanée a deux ou plusieurs
protéines et de cette fagon favorise I’assemblage d’un complexe protéique de signalisation

autour d’un récepteur active.

2.1.1 Domaine PH (pleckstrin homology)

Les domaines PH sont plutét voués a la reconnaissance de phospholipides
membranaires, de par leur capacité a lier les groupements chargés a la téte de
polyphosphoinositides générés lors de I’activation de la cellule (Lemmon et al., 2000). Cela
permet le ciblage de protéines qui portent des domaines PH au niveau de la face interne de la
membrane plasmique, 12 ou se situe potentiellement leur cible ou encore d’autres régulateurs
pouvant moduler leur activité. Dés lors, I’action d’enzymes comme les phosphatidylinositol
(PI) kinases, les inositol phosphatases et les phospholipases peut étre intégrée a la régulation de
la signalisation intracellulaire. Les domaines PH sont souvent retrouvés en conjonction avec
des domaines PTB, SH2 ou SH3 permettant ainsi ’action en synergie de ces domaines dans la
régulation de protéines de signalisation. C’est par exemple le cas pour la tyrosine kinase

cytoplasmique Btk, qui porte un domaine PH, suivi d’un domaine SH3, puis SH2, et le domaine
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kinase (Salim et al., 1996). Le recrutement a la membrane via le domaine PH, suite a la
production PI-3,4,5-P3, permet subséquemment I’interaction des domaines SH2, SH3 et kinase

avec leurs cibles.

2.1.2 Domaine SH2 (Src-homology 2)

Les domaines SH2 sont des modules reconnaissant de petits motifs peptidiques
comprenant une phosphotyrosine (pTyr) suivi de trois a cinq résidus COOH-terminal. Ces
séquences précises dictent quelles protéines contenant un domaine SH2 s’associent a un
récepteur donné, et ainsi contribuent a déterminer quelles voies d’activation seront empruntees.
Ces domaines sont couplés directement ou indirectement a des effecteurs de la signalisation tels
des protéines kinases, phosphatases ou guanosine triphosphatases (GTPases) (Pawson et al.,
1997). Par exemple, suite a I’engagement du TCR, entrainant la phosphorylation de plusieurs
résidus tyrosine de LAT, c’est par leur domaine SH2 que seront recrutées diverses protéines

telles GRB2, PLCyl, ITK et PI3K (Koretzky et al., 2001).

2.1.3 Domaine PTB (Phosphotyrosine binding)

Lors d’études sur les domaines PTB des molécules adaptatrices Shc et IRS-1 (insuline
receptor substrate-1), il a été démontré que ces domaines reconnaissent des motifs pTyr qui
sont précédés par des résidus formant une structure secondaire de type B (van der Geer et al.,
1995). Ces résidus forment souvent la séquence consensus NPXpY, et la spécificité de la
reconnaissance est plutdt attribuable aux résidus hydrophobiques en position cinq a huit en
NH2-terminal du résidu pTyr (Trub et al., 1995; van der Geer et al., 1996). Ces domaines se
différencient donc des domaines SH2 de par la séquence entourant le résidu pTyr et par la
configuration structurale du motif phosphorylé, qui semble plus importante pour la
reconnaissance par le domaine PTB (Zhou et al., 1995). Aussi, le domaine PTB de Shc a été
montré comme interagissant avec PTP-PEST a travers un motif NPLH (Charest et al., 1996).
Certains domaines PTB des protéines X11, FE65 et Numb peuvent aussi lier des peptides

contenant des motifs non-phosphorylés (Borg et al., 1996; Li, S. C. et al., 1997; Dho et al,
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1998). Cela suggeére que, alors que les domaines SH2 semblent plutét consacrer a la
reconnaissance de phosphotyrosine, les domaines PTB sont plutét des éléments de
reconnaissance de peptide et leur spécificité peut étre plus dépendante de la structure que de la

séquence linéaire du motif.

Certaines molécules possédent 4 la fois un domaine PH suivi d’un domaine PTB et
conférent deux éléments de localisation membranaire de la protéine (Pitcher et al., 1995; Stam
et al., 1997). Le domaine PH contribue a la liaison de phospholipides, alors que le domaine
PTB médie subséquemment le ciblage 4 la membrane suite a I’interaction avec le récepteur
activé. C’est aussi le cas de I’IRS-1 qui nécessite les domaines PH et PTB intacts pour étre
efficacement couplé au récepteur a I’insuline (IR) et étre ensuite phosphorylé (Yenush et al.,

1996).

2.1.4 Domaine SH3 (Src-homology 3)

Les domaines de type SH3 sont dévoués a la liaison de séquences riches en prolines
avec le consensus PXXP, qui forment une structure secondaire bien particuliére (Feng et al.,
1994; Yu et al, 1994). Certaines protéines peuvent avoir de multiples domaines SH3
permettant 1’ancrage de plusieurs ligands. Il semble d’ailleurs qu’un rdle principal des
domaines SH3 soit de former des complexes oligomériques fonctionnels, souvent en

conjonction avec d’autres domaines modulaires (Cohen et al., 1995; Pawson, 1995).

2.2 Protéines adaptatrices membranaires et cytosoliques

Dans la signalisation lymphocytaire, quatre protéines transmembranaires sont bien
connues : LAT, PAG/Cbp, TRIM et SIT (Leo et al., 2001). Les domaines cytoplasmiques de
ces protéines sont trés riches en résidus tyrosine formant ainsi des motifs potentiels de liaison a
des domaines SH2 contenus dans plusieurs protéines de signalisation intracellulaire, en
’occurrence des protéines adaptatrices cytosoliques comme SLP-76, Grb2, Gads et Cbl. Ainsi,

ces protéines membranaires jouent le role de recruteur au niveau de la face interne de la
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membrane plasmique, 1a ou les signaux sont conduits suite a I’engagement d’un récepteur.
D’ailleurs, LAT et PAG ont été démontrés comme résidants dans les radeaux lipidiques.
L’exclusion de la protéine LAT des radeaux lipidiques abolit la signalisation via le TCR,
témoignant que I’intégrité de ces microdomaines et la présence de cette protéine adaptatrice est
essentielle a I’activation du lymphocyte (Lin et al., 1999). L’examen de souris déficientes pour
LAT démontre aussi le role essentiel de cette protéine dans le développement des cellules T
(Zhang, W. et al.,, 1999). L’activation maximale de protéines centrales tel PLCyl et ERK
dépend également de I’apport d’une autre molécule adaptatrice provenant du cytosol, SLP-76,
recrutée via 1’association constitutive avec Gads (Yablonski et al., 2001). Une région riche en
proline de SLP-76 est nécessaire pour I’activation maximale de PLCyl, témoignant que
I’interaction de la phospholipase avec deux protéines adaptatrices servant a son recrutement est
essentielle pour les fonctions de ’enzyme. Deux protéines adaptatrices bien connues, Shc et
Grb2, affectent aussi le développement et les fonctions effectrices du lymphocyte T (Gong et
al., 2001; Zhang, L. et al., 2003). Ces éléments jouent un réle important dans I’activation des

cascades des Ras-MAPK via le recrutement du facteur d’échange Sos.

Certaines protéines adaptatrices exercent des fonctions régulatrices positives (LAT, SLP-
76, Gads,...) alors que d’autres jouent un rdle pivot dans la régulation négative de la
signalisation via 1’immunorécepteur (PAG, Dok, Cbl, SLAP,...). Trois mécanismes de
régulation négative peuvent étre envisagés: 1) via le recrutement/activation de molécules
effectrices de régulation négative; 2) par le déplacement de molécules de régulation positive et;
3) via I’élimination (dégradation) de composants essentiels a la machinerie cellulaire (Leo et
al., 2001). L’état d’activation de la cellule T est contrdlé par une fine balance d’apports de
régulation positive et négative au centre duquel agissent d’importantes molécules adaptatrices.
I1 est & noter que certaines protéines adaptatrices (comme Dok, Cbl) peuvent exercer a la fois un
réle positif ou un réle négatif. Cela dépend principalement de 1’état de phosphorylation, du
type cellulaire & 1’intérieur duquel la protéine est exprimée et du compartiment cellulaire ou la

protéine est ciblée.
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3 Famille Dok (Downstream of tyrosine kinase)

La famille de protéine Dok (Downstream of tyrosine kinase) est une nouvelle famille de
protéine de type adaptatrice contenant actuellement cinq membres. Dok-1 (Dok, p62dok)
représente le prototype de la famille et a été caractérisé dans les premiers temps pour son
association a la molécule Ras GTPase activating protein (RasGAP) (Carpino et al., 1997,
Yamanashi et al.,, 1997). Plus récemment, deux protéines partageant une homologie de
séquence considérable avec la portion N-terminal de Dok-1 ont été clonées, soient Dok-2
(p56dok, FRIP, Dok-R) (Di Cristofano et al., 1998; Jones et al., 1998b; Nelms et al., 1998b;
Lock et al., 1999) et Dok-3 (Dok-L) (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). Ces trois
protéines, et plus particuliérement Dok-2 et -3, sont essentiellement exprimées dans les cellules
hématopoiétiques, alors que Dok-1 est aussi exprimé significativement, bien qu’a des niveaux
réduits, dans des tissus non-hématopoiétiques (Lemay et al., 2000). Dok-1 et Dok-2 sont
exprimés largement dans les cellules T, mais pas Dok-3, alors que Dok-2 n’est pas contenu
dans les cellules B. Ces trois Dok pourraient donc servir des buts distincts dans les cellules
hématopoiétiques. A la recherche de nouveaux membres a cette famille grandissante de
molécules adaptatrices, deux protéines, Dok-4 et Dok-5, ont été identifiées chez la souris
(Grimm et al., 2001), puis chez ’humain (Favre et al., 2003). Ces protéines sont exprimées
principalement dans des cellules non-hématopoiétiques et possédent une forte homologie entre
elles en comparaison avec les autres membres de la famille formant ainsi un sous-groupe de la

famille Dok.

Les cing membres de la famille possédent une structure similaire dans leur portion N-
terminale qui comporte un domaine d’homologie pleckstrin (PH) suivie d’un domaine de
liaison a des phosphotyrosines (PTB) (voir Figure C). Ce dernier domaine renferme aussi un
motif de séquence d’homologie Dok (DKH; Dok homology sequence motif),
WPxxxLRxxGxDxxxFxFEXGR, retrouvé chez les cinqg membres de la famille (Di Cristofano et
al., 1998; Lock et al., 1999; Favre et al., 2003). La portion C-terminale posse¢de quant a elle de
nombreuses tyrosines contenues dans des motifs de liaison a des domaines SH2 retrouvés chez
plusieurs protéines impliquées dans la transduction de signaux. La portion carboxy-terminale

des Dok peut donc servir de plate-forme d’assemblage de complexes de signalisation induits
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par les tyrosine kinases. En terme de séquence, c’est principalement dans la portion C-
terminale que se différencient les cing membres de la famille Dok. Notamment, on y retrouve,
chez Dok-1 et Dok-2, une fréquence élevée de résidus prolines, contenus dans des motifs PxxP,
pouvant potentiellement servir de motif de liaison a des domaines de type SH3. Ces cinq
molécules forment donc une famille de protéines adaptatrices qui, malgré leur provenance d’un
ancétre commun, possédent également une diversité en expression et séquence qui leur assurent

des fonctions spécifiques a travers tout 1’organisme.

En séquence et surtout en structure, il est possible de constater que Dok-1 et Dok-2
posséde une homologie limitée a de petite région des protéines de la famille IRS (insulin
receptor substrates). Cette famille de protéines posséde aussi un domaine N-terminal PH
adjacent 4 domaine PTB puis de multiples sites de phosphorylation. En particulier, il existe une
conservation de séquence avec le domaine minimal de liaison aux phosphotyrosines (PTB) des
IRS (O'Neill et al., 1994; Gustafson et al., 1995). De plus, la cristallographie du domaine PTB
de la protéine IRS-1 a été effectuée et a permis d’identifier deux résidus arginine faisant contact
avec la phosphotyrosine sur son site cible (Eck et al., 1996; Zhou et al., 1996). Ces mé€mes
résidus semblent étre conservés chez les protéines Dok-1 et Dok-2, témoignant du fait que les
protéines de la famille Dok et de la famille IRS sont membres de deux sous-familles reliées

(Jones et al., 1998b; Nelms et al., 1998b).
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Figure C: Représentation schématique des cing membres de la famille Dok.

PH; Pleckstrin homology, PTB; Phosphotyrosine binding, Y; tyrosine, P; proline dans un motif
PxxP
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3.1 Dok-1

La protéine Dok-1 (Dok, p62dok) est la premiére protéine de la famille Dok & avoir été
décrite. Une attention particuliére a été portée a cette molécule puisqu’on la retrouvait
constitutivement phosphorylée sur résidus tyrosine dans des cellules de leucémie chronique
myélomateuse (CML; chronic myelogenous leukemia) (Wisniewski et al., 1994). Ces cellules
expriment la protéine p210***! une protéine chimérique avec une activité tyrosine kinase sans
contrdle négatif qui est responsable de la leucémie. Cette protéine de 62 kDa, longtemps
décrite comme molécule phosphorylée par une multitude de PTK et associée & RasGAP, fut

récemment clonée et caractérisée (Carpino ef al., 1997; Yamanashi ef al., 1997).

3.1.1 Séquence, structure et expression

La protéine Dok-1 humaine est composée de 481 acides aminés avec une masse
moléculaire prédite de 53 kDa, mais migrant plutot a 62 kDa sur gel de polyacrylamide SDS-
PAGE (Carpino et al., 1997). Elle contient 14 résidus tyrosine dont 10 dans le dernier tiers (C-
terminal) de la protéine et possédent également 10 motifs PxxP dont 7 dans la portion C-
terminale. Certaines tyrosines sont contenues dans un motif spécifique aux substrats de
protéines kinases dont c-Abl et Src (Songyang et al., 1995b) ou encore dans un motif proposé
pour I’association au SH2 de Csk (pYxxV) ou SHIP (pYxxL/I/'V) (Songyang et al., 1994;
Pawson, 1995). De plus, 6 tyrosines sont retrouvées dans un motif avec un résidu proline en
position +3 (pYxxP) représentant un site cible préférentiel de liaison au SH2 de RasGAP, Abl,
Crk et d’autres sites cibles de domaines SH2 sont aussi présent (Songyang et al., 1993).
L’homologue murin de Dok-1 est de 482 acides aminés et est 83% identique a la protéine
humaine, alors que le PTB est conservé 4 100% (Yamanashi ef al., 1997). Des sites cibles de
domaine SH2, un seul n’est pas conservé chez Dok-1 humain. L’expression de Dok-1 est
prépondérante dans les tissus hématopoiétiques, mais aussi présente dans d’autres tissus dont

les neurones (voir tableau A).
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3.1.2 Phosphorylation et associations

3.1.2.1 Dans différents systéemes

Etant donné les multiples sites potentiels de phosphorylation 2 travers la protéine Dok-1,
il n’est pas étonnant qu’on la retrouve phosphorylée dans plusieurs systémes. Une protéine de
62 kDa (p62) a été décrite comme étant hautement phosphorylée dans des cellules transformées
par v-Src, v-Abl, v-Fps, v-Fms, Bcr-Abl et le récepteur EGF activé (Koch et al., 1989; Ellis et
al., 1990b; Lugo et al., 1990; Bouton et al., 1991; Moran et al., 1991; Muller et al., 1991;
DeClue et al., 1993; Parmar et al., 1996). Vraisemblablement, la méme protéine de p62 kDa a
été décrite comme étant rapidement phosphorylée suite a I’activation de divers facteurs de
croissance incluant le PDGF (platelet-derived growth factor), 'insuline, 'IGF (insulin-like
growth factor), le VEGF (vascular endothelial growth factor) et le CSF-1 (colony-stimulating
Jfactor-1) (Heidaran et al., 1992; Hosomi et al., 1994; Guo et al., 1995; Sanchez-Margalet et al.,
1995). La phosphorylation de p62 a aussi été décrite suite a I’engagement d’immunorécepteurs
couplés a des tyrosine kinases cytosoliques, incluant le récepteur des cellules B et le récepteur
FcyRIIIA (CD16) (Gold et al., 1993; Darby et al., 1994). Globalement, cette molécule de 62
kDa est donc retrouvée phosphorylée dans une multitude de conditions a I’intérieur d’un spectre

large de systémes cellulaires.

Plus récemment, la purification, le clonage et la caractérisation de p62 ont été effectués
et ont permis d’identifier cette molécule comme étant Dok-1 (Carpino et al., 1997; Yamanashi
et al., 1997). Dans ces études, on observe la phosphorylation de fagon proéminente de Dok-1
dans des cellules transformées par la p210bcr-Abl et pl60v-Abl, et suite a 1’activation du
récepteur tyrosine kinase c-Kit. Dok-1 y est démontré comme s’associant a la GTPase RasGAP
ainsi qu’avec v-Abl. L’association 8 RasGAP n’est observée qu’avec la forme phosphorylée de
Dok-1 et est aussi observée in vitro avec une protéine de fusion portant le domaine SH2 N-
terminal de RasGAP fusionné a la glutathione S-transférase. L’interaction de la PTK p210bcr-

Abl et son substrat Dok-1 a aussi été rapportée dans une autre étude (Bhat et al., 1998).
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En utilisant une nouvelle méthode chimique pour identifier les substrats cellulaires
directs de I’oncoprotéine v-Src, Shah et al. ont démontré que deux sites de phosphorylation
étaient directement phosphorylés sur Dok-1 par v-Src (Shah et al, 2002). En effet, la
phosphorylation directe par v-Src de la tyrosine Tyr361 de Dok-1 contribue a I’association a
RasGAP, alors que la phosphorylation dépendante de v-Src du résidu Tyr450 de Dok-1 permet
I’association a4 Csk. Ces événements de phosphorylation contribuent donc au recrutement de
molécule de signalisation comme RasGAP et Csk, portant des domaines de type SH2 (voir
Figure D), au complexe signalétique impliquant 1’adaptateur Dok-1. Ainsi, une sequence
spécifique d’événements de phosphorylation par v-Src est potentiellement liée a deux
mécanismes de signalisation rétrograde différents, soit la régulation négative de Ras (par
RasGAP) et de kinases cytoplasmiques de la famille Src (par Csk), dans deux complexes
distincts impliquant Dok-1. En vue de ces résultats, I’implication de Dok-1 dans le contrle
négatif de la différenciation et la prolifération cellulaire est donc suggérée par la diversité des
kinases oncogéniques qui induisent sa phosphorylation. Outre les kinases de la famille Src, la
tyrosine kinase Tec a été rapportée comme pouvant phosphoryler Dok-1 de fagon efficace
(Yang et al., 1999; Yoshida et al., 2000), en plus de pouvoir s’associer, via son domaine SH2, a
Dok-1 dans les cellules B et myéloides (van Dijk et al., 2000; Yoshida et al., 2000; Liang et al.,
2002).
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Figure D: Représentation schématique de différentes protéines s’associant aux protéines

Dok.

SH; Src homology, PH; Pleckstrin homology, 5-ptase; domaine catalytique phosphatase, Y;

tyrosine, N; asparagine
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3.1.2.2 Dans la signalisation lymphocytaire

Au niveau de la signalisation lymphocytaire, Dok-1 démontre aussi une implication
dans I’inhibition par FcyRIIB de I’activation de la cellule B par le récepteur a I’antigéne (BCR)
(Tamir et al., 2000). La phosphorylation ainsi que la liaison a RasGAP est observée suite a la
co-agrégation FcyRIIB-BCR. Cette réponse corréle avec la phosphorylation de SHIP et la
formation de complexes SHIP-Dok-1, médiée par I’interaction entre le PTB de Dok-1 avec des
résidus phosphotyrosyls contenus dans SHIP. Dans ce systéme, SHIP sert d’adaptateur pour
I’activation de Dok-1 par FcyRIIB.

Dans la cellule T, Dok-1 représente un substrat de p5S6Lck et pS9Fyn, deux kinases de la
famille Src (Fukai et al., 2000; Nemorin et al., 2000b; Martelli et al., 2001). Il a été démontré
dans le laboratoire que Lck peut aussi s’associer via son domaine SH2 a la forme phosphorylée
sur tyrosine de Dok-1 (Nemorin et al., 2000b). Dok-1 est aussi phosphorylé sur tyrosines et
associé a Tec, une PTK aussi exprimée dans la cellule T (Gerard et al., 2004). L’activation de
ces événements conduisant a la phosphorylation de Dok-1 peut étre engendrée par un signal
indépendant de D’antigéne impliquant des molécules telles CD2 (Harriague et al., 2000;
Nemorin et al., 2000b; Martelli et al., 2001), CD28 (Nunes et al., 1996; Yang et al., 1999) et la
protéine SLAM (signaling lymphocyte activation molecule) (Latour et al., 2001). Bien que la
stimulation par le CD3 seul ne résulte pas en la phosphorylation de Dok-1, (Nemorin et al.,
2000b), il existe des indications que la signalisation TCR-CD3 affecte la phosphorylation de
Dok-1 induite par CD2, bien que des résultats divergents aient été obtenus (Harriague et al.,
2000; Martelli e al., 2001). Aussi, il a été démontré que le co-engagement du TCR-CD3 et
CD28 parvenait a inhiber la phosphorylation de Dok-1 induite par CD28 (Michel et al., 2001).

3.1.3 Effets et fonctions

Les études in vivo suggérent un réle suppresseur par Dok-1 des voies de signalisation
conduisant a la prolifération cellulaire. Des souris déficientes pour le géne encodant la protéine

Dok-1 (Dok—l’/') ont été générées (Yamanashi et al, 2000; Di Cristofano et al., 2001).
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L’absence de Dok-1 dans les cellules B issues de souris Dok-1" illustre son rdle inhibiteur de
’activation des MAP kinases induite par la stimulation du BCR ainsi que son implication
indispensable dans la régulation négative de la prolifération cellulaire par FcyRIIB (Yamanashi
et al., 2000). La comparaison de la prolifération cellulaire induite par des facteurs de
croissance chez différentes lignées hématopoiétiques (dont des thymocytes) entre les souris
sauvages et Dok-17" démontre aussi que Dok-1 agit comme régulateur négatif (Di Cristofano et
al., 2001). De méme, ’absence de Dok-1 résulte en une activation soutenue de Ras et des
MAPK aprés avoir enlevé ces mémes facteurs de croissance. La réintroduction de Dok-1 dans
ces cellules parvient a diminuer la suractivation des MAPK, prouvant que Dok-1 est bien
responsable des effets observés (Zhao et al., 2001). De plus, la capacité transformante de
p210bcr-abl, lorsque introduit dans des cellules de la moelle osseuse, cause une maladie
myéloproliferative fatale avec une latence plus courte en absence de Dok-1 (Di Cristofano et
al., 2001). L’ensemble de ces résultats démontre un role négatif de Dok-1 dans la prolifération
cellulaire et I’oncogenése. L’inactivation de Dok-1 dans ces souris ne résulte pas en un
phénotype sévére non dissimulé. Cependant, comme d’autres membres de la famille Dok
semblent influencer négativement des événements de signalisation distincts mais aussi commun
avec Dok-1, ce résultat n’est pas surprenant. En effet, il est fort possible qu’un autre membre
de 1a famille Dok puisse compenser 1’absence de Dok-1, particuliérement Dok-2 trés semblable

en séquence d’acides aminés et co-exprimé avec Dok-1 dans plusieurs tissus.

Plusieurs études ont démontré Dok-1 comme régulateur négatif de Ras et des MAP
kinases. L’association a la pl20RasGAP confére 4 Dok-1 une fonction de régulation négative
dans plusieurs systémes, incluant dans la signalisation CD2 chez le lymphocyte T, comme
précédemment démontré dans notre laboratoire (Nemorin et al., 2001). Dans ce modéle,
RasGAP pourrait étre recruté par Dok-1 & proximité de sa molécule cible Ras, via une
interaction des domaines SH2 de RasGAP a une ou plusieurs phosphotyrosines de Dok-1, et
ainsi inactiver Ras en stimulant son activit¢ GTPasique (voir Figure B). Cependant, dans
d’autres systémes, 1’effet négatif de Dok-1 sur la voie des MAPK n’est pas dépendant de
’association a RasGAP, ni de I’association 4 Nck, un régulateur positif connu de la voie

Ras/MAPK (Zhao et al., 2001). L’explication de ces divergences nécessitera d’autres études.
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L’inhibition de la signalisation cellulaire par Dok-1 pourrait aussi se faire de différentes
facons. Entre autres, Dok-1 s’associe a Csk dans certaines conditions (Neet et al., 1995; Vuica
et al., 1997). L’interaction du SH2 de Csk avec les résidus phosphotyrosyls de Dok-1 pourrait
ainsi permettre la translocation de la protéine Csk & la membrane ou au niveau de différentes
régions du cytosquelette. Aussi, Dok-1 a été montré s’associant & SHIP, qui lorsque recruté a
proximité de récepteurs d’activation exerce son activité inhibitrice via ses propriétes de
phosphatase (voir section 1.5). Bien que les études ayant montrées 1’association SHIP-Dok-1
proposent un réle d’adaptateur 3 SHIP, le role biologique de cette interaction ainsi que la
formation de complexes tri-moléculaire avec d’autres protéines incluant Shc ou CrkL reste

toujours a définir (Dunant et al., 2000; Tamir et al., 2000; Sattler ez al., 2001).

Enfin, Dok-1 peut aussi agir comme substrat au récepteur tyrosine kinase pour I’insuline
(IR) dont I’engagement conduit & la phosphorylation de Dok-1 et a 1’association a Nck, une
molécule impliquée dans la machinerie contrdlant la motilité cellulaire (Noguchi et al., 1999;
Wick et al., 2001). Dans une de ces études, la surexpression de Dok-1 amplifie la réponse
cellulaire migratoire en réponse a I’insuline, conférant a Dok-1 un réle de régulateur positif
(Noguchi et al., 1999). 11 est donc apparent que cette protéine puisse servir des buts opposes,
vraisemblablement en fonction du type cellulaire impliqué, ainsi que 1’identité du récepteur

engage.

3.1.4 Implication des différents domaines

Via la phosphorylation des résidus tyrosines dans sa portion C-terminale, Dok-1 peut
exercer ses fonctions par son association a des protéines comme RasGAP et Csk. La
contribution fonctionnelle de la portion N-terminale, comprenant les domaines PH et PTB a
aussi été investiguée. Dans leurs études chez les souris déficientes pour Dok-1, Zhao et al. ont
démontré que la réintroduction de Dok-1 parvenait & ramener I’activation des MAPK 4 un
niveau normal (Zhao et al., 2001). Dans le méme systéme, la réintroduction de Dok-1 dont le
domaine PH a été enlevé ne résulte pas en la suppression de I’activité soutenue des MAPK,

suggérant que ce domaine, et possiblement son réle de recruteur a la membrane, soit important
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pour les fonctions négatives de la protéine. Les auteurs ont ensuite pu montrer que le domaine
PH de Dok-1 était essentiel a la translocation de la protéine du cytosol vers la membrane en
réponse au PDGF. Enfin, le domaine PH de Dok-1 est suffisant et nécessaire a la liaison de
polyphosphoinositides in vitro, et le ciblage de Dok-1 a la membrane est dépendant de 1’activité
de la PI3-Kinase in vivo. Ces observations supportent fortement le modéle selon lequel Dok-1
est régulé par sa translocation a la membrane via son domaine PH de facon a influencer

négativement la voie des MAPK.

Un site de phosphorylation par la kinase Src, permettant aussi 1’association 8 RasGAP, a
été montré comme étant impliqué dans le pouvoir inhibiteur de Dok-1 sur la transformation
induite par v-Src (Shah et al., 2002). Ces résultats confirment ceux obtenus par Baltimore et al.
qui démontrait que le domaine PH et la multimérisation de Dok-1 via le domaine PTB sont
impliqués dans la régulation négative de la transformation cellulaire dépendante de Src
(Songyang et al., 2001). Ce dernier groupe a pu démontrer, a partir d’une banque de peptide
combinatoire, que le domaine PTB de Dok-1 pouvait fonctionnellement s’associer de fagon
préférentielle au motif contenant des phosphotyrosines Y/MxxNxLpY. Ce motif est retrouvé a
I’intérieur méme de la protéine et est en fait impliqué dans la dimérisation de Dok-1,
phénoméne qui s’avére nécessaire aux fonctions négatives de la protéine. L’ensemble de ces
résultats témoigne donc du fait que Dok-1 requiére de multiples éléments d’intégration incluant
la localisation, la multimérisation ainsi que la phosphorylation pour pouvoir servir de régulateur

négatif de la transformation cellulaire par les tyrosines kinases.

3.2 Dok-2

La protéine Dok-2 (p56dok, Dok-R, FRIP) a aussi été caractérisée pour la premieére fois a
Pintérieur de cellules exprimant la protéine p210™™™ issues de patient atteint de la leucémie
chronique myélomateuse (CML) (Di Cristofano et al, 1998). Sa découverte a défini une

nouvelle famille de protéine se liant 8 RasGAP.
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3.2.1 Séquence, structure et expression

L’ADNc humain de Dok-2 encode 412 acides aminés qui représente une masse
moléculaire calculée de 45 548 Da, alors que la protéine migre plutot en doublet d’environ 54 et
56 kDa (Di Cristofano et al., 1998; Jones et al., 1998b; Nelms et al., 1998b). La protéine porte
treize tyrosines représentant des sites potentiels de phosphorylation et six motifs riches en
proline de type PxxP. Tout comme Dok-1, certains résidus tyrosine sont retrouvés dans un
contexte de liaison possible avec RasGAP, Crk, Abl, Src, Shp-2, Nck et autres (Songyang et al.,
1995a). Sur ’ensemble de la protéine, Dok-2 est 35% identique & Dok-1 alors que les deux
protéines sont fortement similaires en N-terminal (PH = 48% et PTB = 58%). Cependant,
certaines tyrosines sont aussi retrouvées dans un contexte de séquence unique a Dok-2,
permettant possiblement 1’association & un spectre de molécules différent. La protéine Dok-2

humaine est également 72% identique a son homologue murin.

La plus forte expression de Dok-2 s’observe dans les tissus d’origine hématopoiétique
(rate, thymus, ganglions lymphatiques, cceur, leucocytes du sang périphérique) et dans les
poumons (Di Cristofano et al., 1998; Jones et al., 1998b; Nelms et al., 1998b). On retrouve
beaucoup d’expression de Dok-2 dans les cellules T et pas d’expression dans les cellules B. Ce
profil d’expression est donc semblable a celui de Dok-1 & I’exception des lymphocytes issus de
la moelle osseuse. Dok-2 est spécifiquement retrouvé dans un patron d’expression marqué dans
le foie embryonnaire, ce qui est en accord avec une expression dans des précurseurs

hématopoiétiques (Grimm et al., 2001).

3.2.2 Phosphorylation et associations

3.2.2.1 Dans différents systémes

Tout comme Dok-1, Dok-2 est retrouvé fortement phosphorylé sur tyrosine dans des

cellules exprimant la kinase p210bcr-abl (Di Cristofano et al., 1998). Cette phosphorylation est
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essentielle pour pouvoir observer 1’association a une protéine de fusion comprenant les
domaines SH2-SH3-SH2 de RasGAP. Dok-2 représente aussi un substrat in vitro et in vivo du
RTK Tek/Tie2, un récepteur spécifique aux cellules endothéliales possédant 1’angiopoietine-1
comme ligand et jouant un rdle dans le développement vasculaire chez la souris (Jones et al.,
1998b). Dans ce systéme, Dok-2, via son domaine PTB, s’associe au récepteur Tek
autophosphorylé. Le récepteur Tek utilise donc une protéine qui lui est liée comme substrat.
Ces événements de phosphorylation provoquent 1’association des protéines RasGAP et Nck a
Dok-2. Par contre, Crk est constitutivement associé, indépendamment de 1’état de
phosphorylation et vraisemblablement via son domaine SH3 et les séquences riches en proline
de Dok-2. La protéine adaptatrice Dok-2 représente aussi un substrat des Src kinases Lyn (et
Hck et Src) et du récepteur pour I’EGF, engendrant la création de sites d’association différents

en C-terminal pour RasGAP et Nck (Jones et al., 1999; Lock et al., 1999).

Dok-2 peut également s’associer et interagir de fagon processive a la kinase c-Abl
(Master et al., 2003). Une premiére association constitutive se produit entre le domaine SH3 de
c-Abl et un motif PMMP de Dok-2. La protéine adaptatrice peut alors servir de substrat a la
kinase, permettant I’accrochage du SH2 de c-Abl. Ces interactions menent a 1’augmentation de
la phosphorylation de c-Abl, ainsi qu’a une activité kinase accrue. Enfin, témoignant de
I’implication de Dok-2 dans de multiples systémes biologiques, la protéine a également été
montrée comme étant phosphorylée dans des plaquettes sanguines (Garcia et al., 2004). Ainsi,
Dok-R pourrait aussi participer 4 une variété de voies de transduction des signaux en assurant la

coordination de la formation d’un ou de plusieurs complexes de signalisation spécifique.

3.2.2.2 Dans la signalisation lymphocytaire

Dans la cellule T, des études dans notre laboratoire ont pu démontrer que Dok-2 est
phosphorylé suite I’activation par un récepteur chimére EGFR/Lck (Nemorin ef al., 2000b). En
effet, la kinase Lck semble étre responsable de la phosphorylation de Dok-2 qui permet alors
’association au domaine SH2 de la kinase in vitro, ce qui est en faveur de I’idée que les PTK

cytosoliques phosphorylent des sites reconnues par leur propre SH2 (Songyang et al., 1995b).
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Tout comme Dok-1, suite & I’activation des cellules T par CD2, Dok-2 est phosphorylé
(Nemorin et al., 2000b). De méme, D’activation du lymphocyte T par SLAM induit la
phosphorylation de Dok-2, via une interaction avec SHIP, et induit son association a RasGAP
(Latour et al., 2001). Dok-2 et Dok-1 sont les protéines majeures phosphorylées sur tyrosine
associées a Tec, une PTK aussi exprimée dans la cellule T (Gerard et al., 2004). Ces deux
protéines seraient impliquées dans la rétro-inhibition de Tec via la régulation a la baisse de sa
phosphorylation et des voies de signalisation en aval dont la voie de Ras (association a
RasGAP). Dok-2 est aussi phosphorylé suite a la stimulation des récepteurs pour I’insuline et
les cytokines IL-2, IL-3 et IL-4 (Nelms et al, 1998b). Cette phosphorylation permet
I’association au domaine SH2 N-terminal de RasGAP in vitro. Des évidences in vitro
suggerent que Dok-2 s’associe au récepteur a 1’IL-4 (IL-4R) via un motif NXXpY et que ce
dernier est essentiel pour la phosphorylation de Dok-2. Un mécanisme similaire a aussi été

proposé pour la phosphorylation de I’IRS-1 induite par I'IL-4 (Keegan et al., 1994).

3.2.3 Effets et fonctions

Le géne encodant Dok-2 est localisé sur le chromosome 14 a un locus précédemment
caractérisé et nommé hairless (hr) (Jones et al., 1998a; Nelms et al., 1998b). Les souris
homozygotes pour 1’alléle hairless (hr/hr) sont hautement susceptibles a la leucémie
lymphocytaire et présentent des lymphoadénopathies et des splénomégalies (Meier et al., 1969;
Heiniger et al., 1974). Des défauts dans la réponse in vitro de cellules T hr/hr a aussi été
observée (Reske-Kunz et al., 1979; Morrissey et al., 1980). Un géne putatif en doigt de zinc
nomm¢ hairless exprimé seulement dans les tissus de la peau et du cerveau a été cloné (Cachon-
Gonzalez et al., 1994). Aucune expression du géne hairless n’a été détectée dans les tissus
lymphoides, présumant du fait que le phénotype immunologique de leucémie de la souris hr/hr
pourrait refléter des anormalités génétiques additionnelles, dont Dok-2 est un candidat fort
plausible. Les niveaux d’ARN messagers encodant Dok-2 sont de 3 a 5 fois moins élevé dans
la souris hr/hr et les niveaux protéiques sont aussi significativement réduits alors que les
niveaux de Dok-1 sont normaux (Nelms ef al., 1998b). La prolifération de cellules T isolées de

ganglions lymphatiques axillaires, présentant une lymphoadénopathie, de souris Ar/hr est
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nettement accrue en réponse a 1’IL-2 et I'IL-4 (conjointement avec 1’activation TCR). Ces
résultats, en paralléle avec une prolifération normale de cellules B issues de la rate suite a la
stimulation avec un anti-IgM et de 1’IL-4, sont en accord avec un réle important pour Dok-2
dans la régulation négative de la prolifération cellulaire des cellules T. Enfin, la cavité
péritonéale de la lignée de souris hairless (hr/hr), dont les cellules expriment moins de Dok-2,
contiennent un nombre plus élevé de macrophages que les souris +/Ar, en accord avec le réle
possible de régulateur de la prolifération des macrophages en plus des cellules T (Suzu ef al.,

2000).

Un autre groupe a également décrit les fonctions de Dok-2 in vivo, en examinant le
développement hématopoiétique suite a 1’expression forcée de Dok-2 (Gugasyan et al., 2002).
In vitro, I’expression de Dok-2 dans des précurseurs hématopoiétiques de la moelle osseuse
inhibe dramatiquement la capacité a former des colonies en réponse au M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor) et SCF (stem cell factor). Dans une souris irradiée, I’introduction de
précurseurs de cellules hématopoiétiques exprimant constitutivement Dok-2 résulte dans
I’incapacité de repeupler les tissus lymphoides. Cet effet est particulierement drastique sur la
repopulation du thymus, qui présente un apport réduit en précurseur ainsi qu’une inhibition de
la transition des cellules T CD4'CD8" vers CD4'CD8", entrainant donc une réduction marquée
des lymphocytes T périphériques matures. L’effet est mineur sur le développement myéloide et
des cellules B. De plus, les effets biologiques observés dépendent de I’intégrité des sites

fonctionnels d’association 3 RasGAP et Nck.

D’autres résultats tendent & démontrer que Dok-2 est un inhibiteur de la transduction de
signaux par les cytokines dont I’expression peut étre induite par ces mémes cytokines, formant
ainsi une boucle de rétro-inhibition (Suzu et al., 2000). La transcription du géne Dok-2 est en
effet augmentée chez le macrophage en réponse au M-CSF, au granulocyte/macrophage (GM)-
CSF et I’IL-3. En contraste, cet effet n’est pas observé pour Dok-1 en réponse au M-CSF.
Dok-2 agit dans ce modéle comme régulateur négatif de la prolifération cellulaire induite par le
M-CSF, le G-CSF, I’IL-3 et le SCF. De plus, I’inhibition de ’expression de Dok-2 endogene
par I'utilisation d’un ARNm antisens résulte en 1’accélération de la prolifération cellulaire

illustrée par un nombre de divisions cellulaires accru en culture.
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Au niveau moléculaire, la surexpression de Dok-2 diminue 1’activation des MAPK et du
facteur de transcription AP-1 suite a une stimulation avec I’'IL-2 (Nelms et al., 1998b). Dok-2
pourrait médier I’inhibition via le recrutement de RasGAP au récepteur activé, ou en bloquant
physiquement 1’accés des protéines adaptatrices comme IRS-1/2 et Shc, qui possédent
également un domaine PTB et la capacité d’association au motif NxxY phosphorylé retrouvé
sur les récepteurs activés. Ces deux molécules s’associent & 1’IL-4R et sont connues comme
adaptateurs moléculaires qui lient au complexe Grb2-Sos les récepteurs activés (Rozakis-
Adcock et al., 1992; Myers et al., 1994; Salcini et al., 1994). En contraste, dans certains
systémes, Dok-2 pourrait réguler négativement la voie des MAPkinases indépendamment de
son association a8 RasGAP (et Nck), comme il a été observé suite a la stimulation de ’EGFR

(Jones et al., 1999).

Enfin, dans certains systémes, Dok-2 pourrait avoir un role de régulateur positif, comme
cela semble le cas dans la migration cellulaire induite par 1’angiopoiétine-1 dans des cellules
endothéliales (Master et al., 2001). Cet effet implique le recrutement par Dok-2 de 1’adaptateur
Nck, puis le recrutement et ’activation subséquente de la serine/thréonine kinase Pak,
impliquée dans le réarrangement du cytosquelette et 1la motilité cellulaire (Kiosses et al., 1999;
Sells et al., 1999). Dok-2 pourrait aussi servir pour le recrutement de c-Abl & la membrane
menant a ’activation de cette kinase et aux changements subséquents dans la dynamique de

’actine et du cytosquelette (Master et al., 2003).

3.2.4 Role des différents domaines

Dans leurs études sur le PTB de Dok-2, Jones et al. ont pu démontrer que le recrutement
de Dok-R au récepteur a I’EGF se produit via le domaine PTB de Dok-2 et deux sites NPxpY
autophosphorylés du récepteur (Jones et al., 1999). La mutation des deux résidus arginines
conservés (chez Dok-2, Dok-1 et IRSs) du domaine PTB de Dok-2 résulte en la perte
d’association au récepteur. Suite & la stimulation EGF, ce domaine est aussi requis pour la

phosphorylation de Dok-2 et 1’atténuation de la voie des MAP kinases. La délétion du domaine
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PH a un effet moins dramatique sur la phosphorylation de Dok-2 que la mutation du domaine

PTB, mais la combinaison des deux modifications I’abolie completement.

Dans une étude sur I’association de Dok-2 au récepteur Tek/Tie2, le domaine PTB
reconnait une tyrosine contenue dans un motif YVNTTLpY (Jones et al, 2003). La
phosphotyrosine et la leucine en position -1 s’avérent importantes pour 1’association et la
phosphorylation de Dok-2, alors que I’asparagine -4 et la tyrosine -6 ont un effet moins
accentué. Cette séquence posséde des similarités avec la séquence consensus de liaison au PTB
de Dok-1 Y/MxxNxLpY (Songyang et al., 2001). Notamment, la leucine en position -1 et la
phosphotyrosine semblent étre requis, et la présence d’une asparagine (-3 ou -4) semble
importante, mais la substitution de la tyrosine en -6 est tolérée par le PTB de Dok-2. Ces
évidences supportent que les domaines PTB ne sont pas restreint a la liaison de
phosphopeptides contenus dans un motif NPxpY. Enfin, Jones et al. ont pu démontrer que le
domaine PH ainsi que l’action de la PI3-K sont nécessaires pour la localisation et la

phosphorylation optimale de Dok-2 par le récepteur Tek/Tie2.

3.3 Dok-3

Un troisieme membre de la famille Dok, Dok-3 (DokL), a été plus récemment cloné et
caractérisé (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). Cette protéine de 444 acides aminés chez la
souris posséde également un domaine PH et PTB possédant une forte homologie avec ceux de
Dok-1 et Dok-2. Cependant, la portion C-terminale de Dok-3 est significativement différente,
ne possédant que quatre résidus tyrosine, non contenu dans le motif d’association a RasGAP
(YxxP). Cette diversité dans la portion C-terminale suggére que Dok-3 pourrait servir de
molécule adaptatrice liant une série différentes de molécules de transduction et ainsi faire
partie de complexes de signalisation différents. De plus, cette protéine ne porte que deux
motifs PxxP et est donc peu sujette A lier des protéines portant des domaines SH3. Son
expression est de haut niveau dans la rate, les poumons et la moelle osseuse et particuliérement
a de haut niveau dans les cellules B, suggérant donc que Dok-3 est exprimé sélectivement dans

les cellules hématopoiétiques. La protéine semble cependant étre absente du thymus et des
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lymphocytes T, en contraste 4 Dok-1 et Dok-2 considérablement exprimés dans ce type

cellulaire.

Dok-3 a été démontré comme étant phosphorylé sur résidus tyrosine par la kinase Abl et
en réponse a la stimulation des immunorécepteurs BCR chez le lymphocyte B et FcyRI chez le
macrophage (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). Ces événements de phosphorylation
entrainent 1’association de Dok-3 avec Abl qui nécessite a la fois la fonction kinase de Abl et le
domaine de liaison PTB de Dok-3. En effet, il y a aussi dans le domaine PTB de Dok-3
conservation de deux arginines (Arg209 et Arg224) homologues a celles retrouvées chez Dok-
1, Dok-2 et IRS-1 (Eck et al., 1996; Songyang et al., 2001). La nutation de ces deux résidus
compromet fortement I’association a la kinase Abl suggérant que 1’association entre les deux
protéines implique I’interaction entre des phosphotyrosines de Abl et le domaine PTB de Dok-
3. La phosphorylation par le BCR entraine quant a elle 1’association de Dok-3 avec au moins
deux molécules inhibitrices, 1’inositol phosphatase SHIP-1 et la protéine kinase Csk (Lemay et
al., 2000). L’association 8 SHIP semble se produire selon un mode « bidentate » puisqu’elle
nécessite 4 la fois le domaine SH2 de SHIP liant la forme phosphorylé de Dok-3 et le PTB de
Dok-3 liant phospho-SHIP. Un tel modéle d’association a déja été proposé pour 1’association
de SHIP a Shc (Pradhan et al., 1997) et pourrait également se produire dans 1’association de

Dok-3 et Abl.

Fonctionnellement, Dok-3 semble aussi jouer un rdle inhibiteur sur la signalisation
intracellulaire. La surexpression de Dok-3 inhibe I’activation de la MAP kinase ERK-2 ainsi
que 1’activité transformante induite par v-Abl (Lemay et al., 2000). Suite a I’engagement du
BCR, la surexpression de Dok-3 entraine une diminution de la production d’IL-2 dont la cause
semble étre médiée par 1’association & SHIP-1, en supprimant sélectivement la cascade de
signalisation des Jun N-terminales protéine kinases (JNK) sans toutefois affecter les cibles
connues de SHIP comme Akt/PKB, Btk, PLCy2 ou Vav-1 (Robson et al., 2004). De fagon
intéressante, ces deux études sur Dok-3 démontrent également 1’absence d’association de Dok-
3 a RasGAP, en opposition a Dok-1 et Dok-2. Cela est en accord avec le fait qu’aucun motif
YxxP n’est retrouvé dans la séquence de Dok-3 et que les protéines Dok peuvent avoir des

partenaires d’association se chevauchant mais aussi différents.
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3.4 Dok-4 et Dok-5

Récemment, deux nouvelles protéines, Dok-4 et Dok-5, portant un domaine PH suivi
d’un domaine PTB ont été identifiées (Grimm et al., 2001). Chez la souris, Dok-4 est exprimé
abondamment dans des tissus variés comme le cerveau, le cceur, les poumons et les reins.
L’expression de Dok-5 semble quant a elle restreinte au cerveau. Ce profil d’expression est
donc en contraste avec celui des trois premiers membres de la famille plutdt réservés aux
cellules de type hématopoiétiques (voir Tableau A). Chez ’humain, I’expression de Dok-4 et
Dok-5 semblent différer un peu de la souris, bien que peu ou pas d’expression de ces protéines
ne soit détectée dans les organes lymphoides (Favre et al., 2003). Pourtant, dans cette étude
avec des cellules T humaines, les ARN messagers de Dok-4, puis Dok-5 seulement apres
stimulation, sont détectés dans les cellules T. Néanmoins, 1’expression au niveau protéique de

Dok-4 et Dok-5 reste toujours a étre démontré.

Dans une premiére étude, via leur association au récepteur tyrosine kinase c-Ret, Dok-4 et
Dok-5 agissent comme molécules effectrices du RTK dans la différenciation neuronale, plus
spécifiquement dans 1’excroissance de neurites (Grimm et al., 2001). Toutefois, Dok-2, malgré
son association au récepteur c-Ret, ne démontre pas ces mémes aptitudes effectrices. Aucune
association 4 RasGAP ou Nck n’est observée suite a la stimulation de c-Ret, ce qui est peu
surprenant étant donné 1’absence des motifs tyrosyls préférés par les domaines SH2 de ces
protéines. Une seconde étude dans les cellules épithéliales a démontrée que Dok-4 pouvait étre
phosphorylé par plusieurs tyrosines kinases, incluant des membres de la famille Src (Bedirian ez
al., 2004). Curieusement, Dok-4, en opposition avec Dok-1 dans la méme étude, est
constitutivement associé i la membrane dans des cellules de mammiféres et dans la levure, par
un mécanisme nécessitant les domaines PH et PTB. De plus, la phosphorylation sur tyrosine de
Dok-4 requiére aussi des domaines PH et PTB intacts, qui représentent en fait les sites majeurs
de phosphorylation par Fyn et le RTK Ret. Dans la poursuite de la caractérisation du domaine
PTB, Bediran et al. n’ont pu observer d’homodimérisation de Dok-4 (telle qu’observée pour
Dok-1), ou encore d’hétérodimérisation avec Dok-1. Dans ce modele, Dok-4 inhibe
’activation du facteur de transcription Elk-1 induite par des tyrosines kinases, ce qui suggere

que la signalisation inhibitrice est une propriété générale aux molécules de la famille Dok.
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Summary

To date, five members of the Dok family have been characterized. In T cells, two members,
Dok-1 and Dok-2, are expressed. CD2 or CD28 stimulation, but not CD3/TCR stimulation,
induces Dok phosphorylation. Recent evidence suggests that they act as negative regulators of
the CD2 and CD28 signaling pathways. In order to identify the molecular mechanisms involved
in Dok-mediated inhibition, we have identified proteins that bind to the phosphotyrosine-

binding (PTB)3 domain of Dok-1 and Dok-2. We showed that the Dok PTB domain mediates

phosphotyrosine-dependent homotypic and heterotypic interactions of Dok-1 and Dok-2.
Moreover, in CD2-stimulated Jurkat cells, Dok-1 co-immunoprecipitates with tyrosine-
phosphorylated Dok-2. To study the involvement of PTB-mediated oligomerization in Dok
function, we have generated Jurkat clones overexpressing Dok-1 or Dok-2 with mutation that
prevent oligomerization (in either the PTB domain or Tyr146 of Dok-1 and Tyr139 of Dok-2).
These mutations abrogate CD2-induced phosphorylation and the ability of Dok-1 or Dok-2 to
inhibit CD2-induced ERK1/2 and NFAT activation. Moreover, overexpression of Dok-1Y146F
or Dok-2Y139F interferes with CD2-induced phosphorylation of endogenous Dok whereas
overexpression of PTB mutant or WT Dok does not. Taken together, these data indicate that
PTB-mediated oligomerization of Dok-1 and Dok-2 represents an essential step for Dok

phosphorylation and function.
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Introduction

Dok proteins belong to a newly identified family of adaptor molecules. They contain an
amino-terminal pleckstrin homology (PH) domain, a central PTB domain and a carboxyl-
terminal domain rich in proline and tyrosine residues. The first member identified, Dok-1 (also
known as p62dok), was originally shown to be a target of activated protein tyrosine kinases and
to associate with RasGAP when phosphorylated (Ellis et al., 1990a; Carpino et al., 1997,
Yamanashi et al., 1997). Four other members, Dok-2, also known as Dok-R, FRIP or p56dok,
(Di Cristofano et al., 1998; Jones et al., 1998b; Nelms et al., 1998a), Dok-3, also known as
Dok-L, (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000), Dok-4 and Dok-5 (Grimm et al., 2001; Favre et
al., 2003) have been characterized. Dok-4 and Dok-5 define a subfamily within Dok proteins
that is more related to the IRS family than the other Dok members (Cai et al., 2003). Dok
proteins are implicated in the regulation of multiple biological processes including cell
proliferation, transformation and tumorigenesis, cell motility and differentiation. In
hematopoietic cells, Dok proteins are implicated in the negative regulation of signaling through
growth factor, cytokine and immunoreceptors (Nelms et al., 1998a; Lemay et al., 2000; Suzu et
al., 2000; Yamanashi et al., 2000; Di Cristofano et al., 2001; Nemorin et al., 2001; Kato et al.,
2002; Ott et al., 2002b; Abramson et al., 2003; Kepley et al., 2004; Robson et al., 2004).

In T cells, both Dok-1 and Dok-2 are expressed. Recently, Dok-4 and Dok-5 mRNA has
been shown to be present in human but not in mice (Favre et al., 2003). Dok-1 and Dok-2 seem
to play a specific role in signal transduction pathways initiated by CD2 and CD28 receptors.
The phosphorylation of Dok-1 and Dok-2 occurs following CD2 or CD28 stimulation whereas
CD3/TCR stimulation does not induce Dok phosphorylation (Nemorin e? al., 2000b; Martelli et
al., 2001; Michel et al., 2001). Overexpression of Dok-1 in Jurkat cells has a negative effect on
CD2-mediated activation of NFAT and ERK1/2 (Nemorin et al., 2001). When introduced into
lethally irradiated mice, retroviral-mediated expression of Dok-2 in bone marrow cells inhibits

their capacity to repopulate thymus by reducing the number of thymic precursors and by
inhibiting the transition of CD4 CD8™ to CD4+CD8+ thymocytes (Gugasyan et al., 2002).

Moreover, in transient assays, overexpression of Dok-1 or Dok-2 inhibits the CD28/TCR
induced-IL-2 promoter activity (Gerard et al., 2004).
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Absence of Dok-1 expression does not lead to obvious defect in T cell development and

function (Yamanashi et al., 2000; Di Cristofano et al., 2001). The remaining expression of
Dok-2 in Dok-1"" T cells might compensate for the absence of Dok-1. However, it should be
noted that specific contributions of Dok-1 and Dok-2 exist since ConA-induced proliferation of
Dok-1"" thymocytes is reduced (Di Cristofano et al., 2001). Therefore, it remains to be

established whether in T cells, Dok-1 and Dok-2 are redundant adaptors or play unique function
in T cell signaling and form complexes with a different (likely overlapping) set of molecules.
Dok PTB domain are involved in Dok recruitment to membrane receptors such as EGFR
and IL-4R (Nelms et al., 1998a; Jones et al., 1999). The PTB domain of Dok-1 has also been
shown to bind negative regulator such as SHIP-1 (Tamir et al., 2000). In addition, Dok-1 PTB
domain mediates phosphotyrosine dependent homotypic interactions through residue Tyr146
and this homotypic interaction is necessary for Dok-1-mediated inhibition of v-src¢ induced
transformation (Songyang et al., 2001). In this study, we have addressed the role of the PTB
domain of Dok-1 and Dok-2 by identifying proteins that bind to their PTB domain and studying
the functional effects of PTB mutants on Dok-mediated signaling. We show that Dok-1 and
Dok-2 can form homo and heterodimers in a phosphorylation-dependent manner through the
interaction of the PTB domain with the Tyr146 of Dok-1 and Tyr139 of Dok-2. This
oligomerization is required for full phosphorylation of Dok proteins and Dok-mediated

signaling.
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Materials and Methods

Cell Lines and Antibodies

The Jurkat cells, clone 77-6, were grown in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS and 2
mM L-glutamine. Puromycin was added at 1 pg/ml to the medium when required. mAbs used
included: anti-CD2 (anti-T11-2 and T11-3, kindly provided by E. Reinherz, Harvard Medical
School, Boston, MA); anti-HA (12CAS5, kindly provided by M. Tremblay, McGill University,
Montreal, QC Canada); anti-phosphotyrosine (4G10; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY).
Polyclonal Abs used included: anti-Dok-1 directed against Dok-1 C-terminal domain (produced
by immunizing rabbits with a GST fusion protein bearing residues 260-482); anti-Dok-1 used
for western-blotting in figure 2 was directed against amino acids 425-439 (kindly provided by
B.Stillman, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY); anti-Dok-2 directed
against Dok-2 C-terminal domain (produced by immunizing rabbits with a GST fusion protein
bearing residues 253-412); anti-Dok-2 (Tyr351) and anti-phospho-Dok-2 (pTyr351) directed
against a peptide and phospho-peptide respectively corresponding to residues surrounding
Tyr351 of human-Dok-2 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA); anti-phospho-p44/42
MAP Kinase and anti-p44/42 MAP Kinase (Cell Signaling Technology, Beverly, MA).
Antibodies were biotinylated with EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce Biotechnology,

Rockford, IL) according to the manufactor instructions.

DNA Constructs and Transfection

The plasmid construct pSRalpha-HADok-1 has been described previously (Nemorin et al.,
2001). To generate the plasmid pSRalpha-HA-Dok-2, a EcoRI-BamHI fragment from
pcMV5.I/HAp56Dok (kindly provided by M Resh, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
New York, NY) was subcloned into the plasmid pSRalpha-puromycin. The PTB domain
mutants (Dok-1R207-208A and Dok-2R200-201A) and the PH/PTB interdomain Tyr mutants
(Dok-1Y146F and Dok-2Y139F) were generated by site-directed mutagenesis using PCR and
subcloned into the pSRalpha-puromycin vector. Stable transfectant Jurkat cells overexpressing
WT or mutant versions of Dok-1 or Dok-2 were selected as described (Nemorin et al., 2001).

Expression levels of HA-Dok-1 or HA-Dok-2 mutants were evaluated by immunoblotting of
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cell extracts with anti-Dok-1 or anti-Dok-2 antibodies. Expression levels of CD2 and CD3 were
evaluated by flow cytometric analysis with an EPICS XL (Coulter Electronics, Hialeah, FL).
Clones expressing similar levels of CD3 and CD2 compared with the parental Jurkat cells were

kept for further studies.
GST Fusion Protein Constructs and Expression

To generate GST fusion proteins constructs, the DNA fragment encompassing residues 151-259
for Dok-1 and 144-252 for Dok-2 was PCR-amplified and cloned into the BamHI-EcoRI sites
of the pGEX-2TK vector (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) using HA-Dok-1, HA-
Dok-2, HA-Dok-1R207-208A or HA-Dok-2R200-201A as templates. GST fusion proteins

were purified using glutathione-sepharose beads (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden).
Cell Activation, luciferase assays, Immunoprecipitation and Immunoblotting

Cell stimulation, immunoprecipitations and immunoblotting were performed as previously

described (Nemorin et al., 2001).
Binding Assays

Post-nuclear lysates were incubated 1 h at 4 °C with glutathione-sepharose beads coupled to
GST (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Supernatants were incubated 2 h at 4 °C with
the GST-PTB fusion protein pre-absorbed to glutathione-sepharose beads. Beads were washed
and eluted as described (Nemorin et al., 2000a).
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Results

Homotypic and heterotypic interactions of Dok proteins through their PTB domain

To gain better insight into the function of Dok-2 in CD2 signalling, we performed in vitro
binding assays to identify binding partners of Dok-1 and Dok-2 PTB domains. Although many
tyrosine phosphorylated proteins were present in lysates isolated from CD2-stimulated cells,
only two proteins of 54-56-kDa and 62-kDa associated with Dok-2 PTB domain (Fig. 1A). In
unstimulated cells, smaller amounts of these two phosphorylated proteins bound to the PTB
domain indicating that their phosphorylation was increased by CD2 stimulation. We
previously showed that Dok-1 and Dok-2 are phosphorylated upon CD2 stimulation (Nemorin
et al., 2000a). Moreover, Dok-1 PTB domain has been shown to mediate phosphotyrosine
dependent homotypic interactions (Songyang et al., 2001). Therefore, to investigate whether
these two proteins corresponded to Dok-1 and Dok-2, we performed immunoprecipitations with
anti-Dok-1 or Dok-2 antibodies after elution of PTB domain-bound proteins. As expected, the
54-56-kDa and 62-kDa proteins that bound in vitro to the PTB domain of Dok-2 corresponded
to Dok-2 and Dok-1 proteins respectively (Fig.1A). Similarly to Dok-2, Dok-1 PTB domain is
also involved in homo- and heterodimerization (Fig. 1B). To verify the specificity of this PTB
domain-mediated interaction, we replaced one of the Arg residues that coordinates
phosphotyrosine binding to alanine (Arg207 of Dok-1 and on the basis of sequence homology,
Arg200 of Dok-2). As expected, mutation of Arg207 (Dok-1R207-208A) and Arg200 (Dok-
2R200-201A) dramatically reduced PTB domain ligand binding (Fig. 1B). Taken together,
these results suggest that in T cells, homotypic and heterotypic interactions may take place

between two Dok family members Dok-1 and Dok-2.

Dok-1 and Dok-2 interact in vivo in a phospho-dependent manner

To determine whether Dok-1/Dok-2 interaction occurs in-vivo, we performed
immunoprecipitations with Dok-2 antibodies. Since this interaction is likely phosphotyrosine-
dependent, we used phosphotyrosine-specific antibodies directed against the Tyr351 of Dok-2.
Lysates from unstimulated and CD2-stimulated Jurkat cells were probed by immunoblotting
with anti-phospho-Dok-2 antibodies (Fig. 2A). A 54-56 kDa doublet corresponding to Dok-2

was detected in unstimulated cells and its intensity increased following CD2 stimulation. This
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result indicates that the antibodies are highly specific for the phosphorylated form of Dok-2 and
do not cross-react with Dok-1 or other phosphorylated proteins. Two phosphoproteins of 62-
kDa and 120-kDa co-immunoprecipitated with phospho-Dok-2 in unstimulated and CD2-
stimulated cells (Fig. 2B). By contrast, only a small amount of the phosphorylated 62-kDa
protein in CD2-stimulated cells was detected in immunoprecipitates performed with antibodies
directed against total Dok-2 (Fig. 2B). It is important to note that a much greater amount of
total Dok-2 was immunoprecipitated with anti-Dok-2 antibodies compared to phospho-specific
Dok-2 antibodies. This indicates that association of the proteins of 62-kDa and 120-kDa
occured only with the phosphorylated form of Dok-2. Since phosphorylated Dok-2 associates
with RasGAP (Di Cristofano et al., 1998), the 120-kDa protein associated with phospho-Dok-2
likely corresponds to RasGAP. However, we were unable to detect RasGAP by Western-
blotting with commercially available antibodies probably because the amount of RasGAP
present in phospho-Dok-2 immunoprecipitates is too low. To determine if the 62-kDa protein
corresponded to Dok-1, phospho-Dok-2 immunoprecipitates were probed with anti-Dok-1
antibodies. As shown in figure 2C, there was a correlation between the amount of Dok-1 and
the amount of phosphorylated Dok-2 present in the immunoprecipitates.

Taken together these data show that there is a phospho-dependent association of Dok-1

with Dok-2.

Tyri46 (Dok-1) or Tyr139 (Dok-2) and the PTB domain are required for Dok tyrosine
phosphorylation and function

Dok-1 homodimerization occurs through binding of phospho-Tyr146 with the PTB domain of
Dok-1 (Songyang et al., 2001). Using a combinatorial peptide library approach, the consensus
binding motif for the PTB domain of Dok-1 was defined as Y/MXXNXLpY (Songyang et al.,
2001). Sequence surrounding residue Tyr139 (MEENELY) of Dok-2 represents a potential
binding site for Dok PTB domain. In order to test the importance of PTB-mediated
oligomerization in Dok function, we mutated the Tyr residue potentially involved in Dok
oligomerization (Tyr146 of Dok-1 and Tyr139 of Dok-2) and the PTB domain. Jurkat clones
that expressed similar amounts of the mutant Dok (average of five times greater than the
parental Jurkat cells) and similar levels of CD2 and CD3 at their cell surface were selected

(data not shown). Mutation of Tyr146 (Dok-1) or Tyr139 (Dok-2) affected dramatically both
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basal and CD2-induced phosphorylation of Dok-1 and Dok-2 respectively (Fig. 3). A functional
PTB domain was also required for Dok-1 or Dok-2 phosphorylation since Dok-1R207-208A
and Dok-2R200-201A were not phosphorylated even after CD2 stimulation. Phosphorylation
on tyrosine residues is essential for Dok-1 and Dok-2 functions. We therefore examined
whether these mutations affected the ability of Dok protein to inhibit CD2 signaling. As we
previously reported for Dok-1 (Nemorin et al., 2001), Dok-2 overexpression inhibited CD2-
induced ERK1/2 activation although to a lesser extent (Fig. 4A). By contrast, overexpression of
Dok-1R207-208A, Dok-2R200-201A, Dok-1Y146F and Dok-2Y139F did not interfere with
CD2-induced ERK1/2 activation (Fig. 4A). The influence of Dok-1 overexpression on CD2-
induced NFAT activation was also evaluated (Fig. 4B). As reported previously (30), expression
of WT Dok-1 inhibited NFAT activation in response to CD2 stimulation. By contrast, CD2-
induced NFAT activation was unaffected by expression of Dok-1R207-208A and was increased
by expression of Dok-1Y146F (Fig. 4B). These results indicate that phosphorylation of Tyr146
(Dok-1) or Tyr139 (Dok-2) and a functional PTB domain are required for Dok function.

Overexpression of Dok-1Y146F or Dok-2YI139F interferes with the phosphorylation of
endogenously expressed Dok protein

The contribution of Dok-2 Tyr139 and the PTB domain in homo- and heterodimerization was
assessed by in vitro binding assays with the PTB domain of Dok-2 and lysates from Jurkat cells
overexpressing WT or mutated versions of Dok-2 (Y139F and R200-201A). As expected, in
unstimulated or CD2-stimulated cells, no phospho-Dok-2Y139F and phospho-Dok-2R200-
201A could be detected in this assay. Unexpectedly, overexpression of Dok-2Y139F affected
binding of endogenous Dok-1 to the PTB domain of Dok-2 (Fig. 5A). Therefore, this result
likely indicates that overexpression of Dok-2Y139F interferes specifically with the
phosphorylation of endogenously expressed Dok protein. To test this hypothesis, we analyzed
the phosphorylation of endogenously expressed Dok-1 and Dok-2 proteins in clones
overexpressing various forms of Dok-2 and Dok-1 respectively (Fig. 5B). Overexpression of
Dok-2Y139F caused a reduction of CD2-induced phosphorylation of Dok-1 whereas WT Dok-
2 and Dok-2R200-201A did not. Similarly, overexpression of Dok-1Y146F inhibited Dok-2
phosphorylation whereas Dok-1WT and Dok-1R207-208A did not. Importantly, the effect of
Dok-2Y139F or Dok-1Y146F on CD2-induced Dok-1 phosphorylation did not reflect a global

55



defect in CD2 activation, as CD2-induced ERK1/2 activation and CD2-induced protein tyrosine
phosphorylation of whole cell lysate are not affected (Fig. 4 and data not shown). Altogether
these results suggest that there is an interplay between Dok-1 and Dok-2 and that PTB-
mediated oligomerization of Dok-1 and Dok-2 represent an essential step for Dok

phosphorylation.
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Discussion

In this report, we have shown that two members of the Dok family, Dok-1 and Dok-2,
form homo-and hetero-oligomers. These interactions occur through binding of the PTB domain
to the phospho-tyrosine located in the PH-PTB interdomain (Tyr146, Dok-1 and Tyr139, Dok-
2). Consistent with a phosphorylation-dependent interaction, we show that Dok-1 associates
only with the tyrosine phosphorylated form of Dok-2 in vivo.

In T cells, CD2 or CD28 stimulation, but not CD3 stimulation, specifically increases
Dok phosphorylation and induces membrane translocation of Dok proteins (Nemorin et al.,
2000a; Michel et al., 2001). There are many examples where maximal phosphorylation of Dok-
1 or Dok-2 requires the presence of both an intact PH and PTB domains. In these systems,
activation of PI 3-kinase generates inositol phospholipids at the plasma membrane which serve
as binding sites for PH domains. The PTB domain contributes to the recruitment of Dok to the
membrane by interacting with receptors such as EGFR, Tie, Ret and IL4-R (Nelms et al.,
1998a; Jones et al., 1999; Murakami et al., 2002; Jones et al., 2003). Deletion of the PH
domain of Dok-1 and Dok-2 abolishes their CD2-induced phosphorylation (data not shown).
CD2-induced activation of PI 3-kinase (Ward et al., 1992; Hutchcroft et al., 1998; Kivens et al.,
1998) is likely involved in the PH-dependent recruitment of Dok. In addition, we showed that
the PTB domain is required for Dok phosphorylation and therefore, likely for Dok membrane
recruitment. However, using in vitro binding assay with GST-PTB domain fusion protein, we
were not able to detect other phosphorylated proteins but Dok. This might indicate that the
phosphorylation of the PTB domain-binding protein involved in Dok recruitment is too low to
be detectable in our assay or that the PTB domain interaction is independent of
phosphorylation. Recruitment at the membrane may involve Dok association with the receptor
CD2. If any CD2/Dok complex exists, it may be indirect and require the association with
known CD2-binding protein such as CD2BP1, CD2BP2, CD2BP3, CIN8S5, CD2AP/CMS,
Lck, and Fyn (Bell et al., 1996; Dustin et al., 1998; Li, J. et al., 1998a; Nishizawa et al., 1998;
Holdorf et al., 1999; Freund et al., 2002; Tibaldi et al., 2003). However, none of these
proteins, including the cytoplasmic domain of CD2, contain the Y/MXXNXLpY consensus
motif predicted to bind to Dok-1 PTB domain. Alternatively, CD2 stimulation may induce

recruitment of Dok to an unknown membrane protein.
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Although Dok-1 and Dok-2 contain multiple phosphorylation motifs, mutation of the
tyrosine residue within the PH-PTB interdomain affected dramatically CD2-induced tyrosine
phosphorylation of Dok-1 or Dok-2. It should be emphasized that mutation of tyrosine residue
within the C-terminal tail of Dok-1 and Dok-2 (Gerard et al., 2004 and data not shown) had
only a modest effect on total CD2-induced Dok tyrosine phosphorylation. The absence of
phosphorylation observed for Dok-1Y146F and Dok-2Y139F indicates that tyrosine
phosphorylation occurs in an ordered and interdependent fashion, Tyr139 (Dok-2) and Tyr146
(Dok-1) being the first tyrosine to be phosphorylated. Phosphorylation of these specific tyrosine
residues may lead to conformational change of Dok causing exposure and availability of
tyrosine for further phosphorylation. Alternatively, but not exclusively, this first
phosphorylation event may allow oligomerization of Dok proteins. This may represent a
requisite step for further phosphorylation of Dok proteins.

Dok mutants of the tyrosine residue in the PH/PTB interdomain inhibited the
phosphorylation of endogenously expressed Dok whereas Dok PTB mutants did not, although
they are both deficient in oligomerization. There are several ways to explain the dominant-
negative effect on phosphorylation of Dok-1Y146F and Dok-2Y139F. A likely interpretation of
our results is that the interfering mutant competes with wild-type for a PTB-binding site located
at the plasma membrane. This model is corroborated by our finding that Dok PTB mutants
deficient for binding do not interfere. Based on this study, we propose the following model for
CD2-induced oligomerization and phosphorylation of Dok-1 and Dok-2 proteins in T
lymphocytes (Fig. 6). Following CD2-engagement, both PH and PTB domains target cytosolic
non-phosphorylated Dok-1 and Dok-2 to cell surface receptor (designated X in Fig. 6, step 1-2).
Phosphorylation of Tyr146 (Dok-1) or Tyr139 (Dok-2) by a tyrosine kinase close to the
receptor (Fig. 6, step 3) allows oligomerization of Dok proteins (Fig. 6, step 4). This
oligomerization is essential for further phosphorylation of the C-terminal tyrosine residues (Fig.
6, step 5). Oligomers might stay associated to the receptor or might move to another location in
the plasma membrane (as represented in Figure 6).

Several evidence suggest that at least two kinases, Lck and Tec kinases, are involved in
CD2- or CD28-dependent phosphorylation of Dok-1 and Dok-2. CD2-induced Dok
phosphorylation is dependent on the expression of Lck. Two members of the Tec kinases

family, Itk and Tec, also represent potential kinases involved in Dok phosphorylation since they
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have been shown to be activated by CD2 and/or CD28 (King et al., 1996; Tanaka et al., 1997,
Michel et al., 2001). However, in COS-7 cells, Dok is phosphorylated by the Tec kinase but not
by Itk (Yang et al, 1999). Moreover, we have shown that the C-terminal region of Dok
interacts with Tec (Gerard et al., 2004). Therefore, Tec but not Itk is likely to be involved in
Dok-signaling. Additional experiments are required to identify the specific sites phosphorylated
by Tec and/or Lck. It should be noted that Tyr146 and Tyr139 represent a potential tyrosine
phosphorylation site for Lck (Songyang et al., 1995c¢).

In T cells, phosphorylation of Dok-1 and Dok-2 has been shown to generate docking
sites for RasGAP (Nemorin ef al., 2001). Translocation to the membrane of RasGAP likely
regulates negatively RassMAPK pathway. It is therefore not surprising that Dok-1Y146F, Dok-
2Y139F and PTB domain Dok mutant which are not phosphorylated upon CD2 stimulation do
not inhibit CD2-induced ERK1/2 activation. However, since we showed that overexpression of
Dok-1Y146F or Dok-2Y139F inhibited phosphorylation of endogenously expressed Dok
proteins, we would have expected a dominant negative effect on ERK1/2 activation upon
overexpression of these mutants. This result might indicate that our ERK1/2 activation assay is
not performed in limiting conditions and that titration of the anti-CD2 antibody concentration
might be necessary to observe a dominant negative effect on ERK1/2 activation. In support to
this interpretation, overexpression of Dok-1Y146F increased CD2-induced NFAT activation
compared to the parental cell line (Fig. 4B).

It is not clear whether Dok-1 and Dok-2 play redundant or specific roles in T cell
signaling. The Dok proteins contain common and unique phosphorylation motifs, suggesting
that they may interact with different SH2 domain-containing proteins. Heterodimerization of
Dok-1 and Dok-2 may therefore provide a mechanism whereby the spectrum of responses can
be enlarged. Whether homo- or heteromeric complexes are formed may depend on the receptor
engaged as well as on the level of expression of Dok-1 and Dok-2 proteins. Additional
experiments are required to elucidate the complete molecular interactions involved in Dok-1
and Dok-2 phosphorylation. In particular, it would be of great interest to study how TCR
signaling inhibits Dok phosphorylation to release T cell from inhibition.
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Figure legends

Figure 1. In vitro binding of Dok to Dok-1 and Dok-2 PTB domains. A, Jurkat cells
overexpressing HA-Dok-2 WT cells were left unstimulated (-) or stimulated (CD2) with an
anti-CD2 mAbs pair for 10 min. Post-nuclear lysates were incubated with GST-Dok-2 PTB
domain and eluted with SDS sample buffer (GST-PTB) or with 50 mM phenyl-phosphate and
subjected to immunoprecipitations with anti-Dok-1 or anti-Dok-2 antibodies (GST-PTB*).
Post-nuclear lysates or precipitates were immunoblotted with anti-phosphotyrosine mAb. IP,
Immunoprecipitation, WB, Western Blot. B, Jurkat cells overexpressing HA-Dok-1 WT or
HA-Dok-2 WT as indicated were left unstimulated (-) or stimulated with an anti-CD2 mAbs
pair for the time indicated. Post-nuclear lysates were incubated with GST-Dok-1 PTB WT and
R207-208A, or with GST-Dok-2 PTB WT and R200-201A as indicated and eluted with SDS
sample buffer. Bound proteins were revealed by immunoblotting with mAb anti-

phosphotyrosine. WB, Western Blot.

Figure 2. Dok-1 and Dok-2 association following CD2 stimulation. Jurkat cells
overexpressing HA-Dok-2 WT cells were left unstimulated (-) or stimulated (CD2) with an
anti-CD2 mAbs pair for 10 min. A, Post-nuclear lysates were immunoblotted with anti-
phosphotyrosine mAb and anti-phospho-Dok-2 (Y351) antibodies. B and C, Post-nuclear
lysates were immunoprecipitated with anti-phosphoDok-2 (Y351) or anti-Dok-2 antibodies
(Y351). Precipitates were immunoblotted with biotinylated anti-phosphotyrosine, biotinylated

anti-Dok-2 or anti-Dok-1 antibodies as indicated. IP, Inmunoprecipitation, WB, Western Blot.

Figure 3. Mutations that prevent Dok oligomerization inhibit CD2-induced Dok
phosphorylation. Jurkat cells overexpressing HA-Dok-1 WT, Y146F, R207-208A or HA-Dok-
2 WT, Y139F and R200-201A were left unstimulated (-) or stimulated (CD2) with an anti-CD2
mAbs pair for 10 min. Post-nuclear lysates were immunoprecipitated with anti-HA mAb.
Immunoprecipitates were immunoblotted as indicated with mAb anti-phosphotyrosine for Dok-
1 overexpressing clones and biotinylated anti-phosphotyrosine for Dok-2 overexpressing
clones. Immunoprecipitates were also immunoblotted with anti-Dok-1 or biotinylated anti-Dok-

2 antibodies to verify the levels of Dok proteins. This experiment was performed on at least two
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independent transfectants for each of the Dok constructs. All clones selected for our
experiments expressed similar amounts of transfected Dok. IP, Immunoprecipitation; WB,

Western Blot.

Figure 4. Oligomerization is required for the ability of Dok to inhibit CD2-induced
ERK1/2 activation. A, Jurkat J77.6 cells or cells overexpressing HA-Dok-1 WT, Y146F and
R207-208A, or HA-Dok-2 WT, Y139F and R200-201A were left unstimulated (-) or stimulated
with an anti-CD2 mAbs pair for the indicated amounts of time. Post-nuclear lysates were
immunoblotted with anti-phospho ERK1/2 Abs and equivalent levels of ERK1/2 protein in
each lane were evaluated by probing the membranes with anti-total ERK1/2 Abs. This
experiment was performed on at least two independent transfectants for each of the Dok
constructs. All clones selected for our experiments expressed similar amounts of transfected
Dok. WB, Western Blot.

B, Jurkat J77.6 cells or cells overexpressing HA-Dok-1 WT, Y146F and R207-208A were
transfected with NFAT luciferase reporter plasmid and TK-renilla luciferase constructs. After
24 h, cells were left unstimulated (-) or stimulated with anti-CD2 mAbs (CD2). Cells were
harvested after 6 h and luciferase activity was measured. The results were expressed as a
percentage of fold induction relative to maximal luciferase induction induced by treatment with
PMA and ionomycin. This experiment was repeated in triplicate in 3 independent experiments

with similar results.

Figure 5. Overexpression of Dok-1Y146F or Dok-2Y139F interfere with the
phosphorylation of endogenously expressed Dok protein. A, Jurkat J77.6 cells or cells
overexpressing HA-Dok-2Y139F or R200-201A were left unstimulated (-) or stimulated (CD2)
with an anti-CD2 mAbs pair for 5 min. Post-nuclear lysates were pulled-down with GST-Dok-2
PTB WT and precipitates were immunoblotted with mAb anti-phosphotyrosine.

B, Cells overexpressing HA-Dok-1 WT, Y146F, or R207-208A were left unstimulated (-) or
stimulated with an anti-CD2 mAbs pair for 10 min. Post-nuclear lysates were immunoblotted
with anti-phospho-Dok-2 (Y351) and anti-Dok-2 (Y351) (left panel). J77.6 Jurkat cells or cells
overexpressing HA-Dok-2 WT, Y139F and R200-201A were left unstimulated (-) or
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stimulated with an anti-CD2 mAbs pair for 10 min. Anti-Dok-1 immunoprecipitates were
immunoblotted with mAb anti-phosphotyrosine or with anti-Dok-1 antibodies (right panel).
This experiment was performed on at least two independent transfectants for each of the Dok
constructs. All clones selected for our experiments expressed similar amounts of transfected

Dok. WB, Western Blot.

Figure 6. Model for CD2-induced oligomerization and phosphorylation of Dok-1 and Dok-
2. (1) Cytosolic non-phosphorylated Dok-1 or Dok-2; (2) PH and PTB-dependent recruitment
of Dok to the membrane; (3) Phosphorylation of Y146 (Dok-1) or Y139 (Dok-2); (4) Dok-1
and Dok-2 homo- or hetero-dimerization; (5) Phosphorylation of C-terminal tyrosine residues.
« X » represents an unindentified protein or proteins complex that binds to Dok PTB domain
following CD2 stimulation. For clarity, only two tyrosine residues are represented in the C-

terminal domain of Dok.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES
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Modulation de la phosphorylation des protéines Dok-1 et Dok-2 par la co-
stimulation du TCR/CD3

Dans le but d’examiner I’influence de la stimulation du TCR sur la phosphorylation des
protéines Dok induite par I’engagement des récepteurs CD2 et/ou CD28, nous avons choisi
d’effectuer des études de stimulation plus physiologique que I’utilisation d’anticorps. Les
lymphocytes T Jurkat ont été activés par la SEE présentée par des cellules présentatrices RAJI
(voir Figure E). Ces cellules RAJI possédent & leur surface le ligand pour CD2 (LFA-3), ainsi
qu’un des ligands de CD28 (B7-1). Cela nous a donc permis de conduire diverses études de co-
stimulation CD2, CD28 et TCR/CD3 via I’ajout ou non de SEE et/ou d’anticorps anti-ligands
bloquant les interactions CD2/LFA-3 et/ou CD28/B7-1.

En absence de stimulation TCR (sans SEE), la phosphorylation de Dok-2 est maximale
et principalement due aux interactions CD2/LFA-3 et CD28/B7-1 puisque lorsque ces
interactions sont bloquées, la phosphorylation de cette protéine est fortement diminuée (voir
Fig. 7A). De plus, I’engagement de CD2 et CD28 semblent avoir un effet additif sur la
phosphorylation de Dok-2. Une forte baisse de phosphorylation Dok-2 est observée lorsque la
cellule T est co-stimulée par le TCR-CD3 via la SEE. Des résultats identiques on été obtenus
pour Dok-1 (voir Fig. 7B). Ces résultats suggérent que, par un mécanisme toujours inconnu, la
signalisation TCR-CD3 parvient & empécher la phosphorylation, ou encore induire la

déphosphorylation, des molécules inhibitrices Dok-1 et Dok-2 engagées par CD2 et CD28.
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RAJ!l (Lymphocyte B)

T Jurkat

Figure E: Modele des études de co-activation 2 aide des cellules présentatrices RAJI.

Les cellules B RAJI expriment a leur surface les ligands pour les récepteurs CD2 (LFA-3) et
CD28 (B7-1), ainsi que les molécules du CMH de classe II. Cela permet donc des études de
co-stimulation a 1’aide de I’entérotoxine SEE pour la stimulation TCR/CD3 et d’anti-ligands

pour bloquer les interactions (LFA-3/CD2 et/ou B7-1/CD28) désirées.
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Figure 7. Inhibition de la phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 par la co-stimulation du
TCR/CD3.

A. Les cellules B RAJI ont ét€ lavées deux fois dans du milieu RPMI 1640 puis incubées ou non avec le
super-antigéne SEE a 5pg/ml, 30 minutes 4 37°C. Dans les cas indiqués, les cellules RAJI ont été mises
en présence de I’anti-ligand a-CD58(LFA-3) et/ou a-CD80(B7.1) & 10pg/ml, 15 minutes a 37°C. Les
cellules ont ensuite été lavées deux fois (RPMI 1640) et resuspendues a 1x107 cellules/ml.
Parallélement, les lymphocytes T Jurkat ont été lavés deux fois (RPMI 1640) et resuspendus a 1.5x10’
cellules/ml. Les cellules ont ensuite été pré-incubées a 37°C pour 2 minutes puis misent en contact (1:1)
pour 10 minutes par légere centrifugation pour favoriser la formation de conjugués. Les extraits totaux
récoltés ont été révélés a I’aide d’un anti-phosphotyrosine (4G10), d’un anti-phospho-Dok-2 et d’un
anti-Dok-2. B. Les mémes étapes ont été suivies avec des concentrations cellulaires supérieures de 1x10°®
cellules/ml pour les cellules B RAJI et de 1.5x10° cellules/ml pour les cellules T Jurkat. Les précipités
récoltés ont été révélés a I’aide d’un anti-phosphotyrosine (4G10), d’un anti-Dok-1 et d’un anti-Dok-2,
comme indiqué.
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L’homéostasie immunologique est maintenue par des mécanismes de régulation
négative, contrepoids de la régulation positive, qui préviennent 1’activation inappropriée des
lymphocytes. Ces mécanismes peuvent prévenir ou restreindre la durée et I’intensité de la
signalisation par ’immunorécepteur et ses co-récepteurs et de cette fagon limiter la réponse
immune. Certaines molécules adaptatrices possédant des fonctions négatives, incluant les
protéines de la famille Dok, sont maintenant mieux caractérisées. Ces protéines sont
impliquées dans de multiples processus biologiques, incluant la prolifération cellulaire (Suzu et
al., 2000; Yamanashi et al., 2000; Di Cristofano et al., 2001), la transformation et 1’oncogenese
(Cong et al., 1999; Di Cristofano et al., 2001; Songyang et al., 2001), la motilité cellulaire
(Noguchi et al., 1999; Hosooka et al., 2001; Master et al., 2001) et la différenciation (Grimm et
al., 2001).

De récentes études sur la signalisation par le récepteur CD2 dans le lymphocyte T ont
attiré notre attention sur deux protéines adaptatrices de la famille Dok, Dok-1 et Dok-2. Ces
protéines sont fortement phosphorylées sur tyrosine suite a 1’activation de ce récepteur. Pour
Dok-1, dans un systéme de surexpression, il a été observé I’association phosphodépendante a
RasGAP et un effet inhibiteur sur la signalisation induite par CD2 menant ultimement a une
baisse d’activation du facteur de transcription NF-AT et de la production d’IL-2 (Nemorin et
al., 2001). Afin de mieux décrire le fonctionnement de Dok-1 et Dok-2 dans la signalisation
par CD2, nous nous sommes intéressés au role du domaine de liaison aux phosphotyrosines

(PTB), domaine fortement conservé entre ces deux protéines.

Dans un premier temps, nous avons cherché a savoir quels pouvaient étre les partenaires
d’association exclusif 4 ces domaines PTB. Pour ce faire, nous avons utilisé des protéines de
fusion GST-PTB dans un test de liaison in vitro. Cela nous a permis d’observer la formation,
fortement promue par I’activation du récepteur CD2, d’interactions homo- et hétérotypiques
entre deux membres de la famille Dok, Dok-1 et Dok-2. Dans les conditions de détection
utilisées, ou seules les protéines phosphorylées sont détectées, 1’association aux domaines PTB
des Dok semblent étre exclusive a Dok-1 et Dok-2. D’autres essais d’une plus grande
sensibilité et permettant de détecter d’autres partenaires associés possiblement via des

interactions indépendante de la phosphorylation sur tyrosine seront nécessaires afin de
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déterminer le profil complet des protéines s’associant a ces domaines PTB. Les mémes essais
pourront aussi étre conduits avec des temps de stimulation plus courts (entre 0 et 5 minutes), ou
encore plus longs, afin d’identifier d’autres interactions qui pourraient se produire avant ou
apreés les phénomeénes d’oligomérisation. Dans un contexte cellulaire avec la protéine entiére, il
est aussi possible d’envisager que le domaine PH puisse influencer les interactions se
produisant avec le domaine PTB et donc que certaines interactions ne peuvent étre observées
dans nos essais in vitro avec le domaine PTB isolé. A la suite de ces résultats, nous avons alors
vérifié si le méme phénoméne pouvait étre observé in vivo. Des études de co-
immunoprécipitation ont démontré 1’existence d’oligomérisation de Dok-1 et Dok-2, suite a la
stimulation de CD2. Ce résultat est en accord avec la notion d’association phospho-
dépendante. Ces observations constituent les premiéres démonstrations d’un phénoméne de

coopération entre deux membres de la méme famille de protéines Dok.

Nous avons également pu montrer la nécessité d’un domaine PTB intact pour la
phosphorylation de Dok-1 et Dok-2. Aussi, les tyrosines 146 (Dok-1) et 139 (Dok-2),
vraisemblablement impliquées dans le phénoméne d’oligomérisation, sont importantes pour la
phosphorylation de ces protéines. Enfin, nous avons confirmé fonctionnellement que la
surexpression des versions mutantes de Dok-1 et Dok-2 ne parviennent plus a inhiber
I’activation des ERK 1/2 induite par CD2. L’implication des domaines PH et PTB des
protéines Dok au niveau de leur phosphorylation et fonction a déja été examinée dans d’autres
systémes cellulaires. La nécessité d’un domaine PTB intact pour I’inhibition par Dok-1 de la
transformation cellulaire par Src témoigne également de I’importance de ce domaine pour les
fonctions de la protéine (Songyang et al., 2001). De méme, pour Dok-2, en réponse a I’EGF, il
est nécessaire de muter deux résidus arginine conservés du domaine PTB en plus de la délétion
du domaine PH pour abolir complétement la phosphorylation de la protéine (Jones et al., 1999).
Vraisemblablement, dans ces systémes, le domaine PTB qui lie des phosphotyrosines contenus
dans la portion intracytoplasmique du récepteur 2 I’EGF contribue aussi a la localisation
adéquate de la protéine, permettant ainsi sa phosphorylation optimale. Dans notre étude,
I’absence de phosphorylation des protéines mutantes du domaine PTB (Dok-1 R207-08A et
Dok-2 R200-01A) suite & I’engagement de CD2 témoigne également de I’importance du

domaine PTB. 1l est fort probable que, comme démontré dans d’autres systémes, ce domaine
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soit nécessaire au recrutement membranaire adéquat pour permettre la phosphorylation de ces
protéines. Via des études de localisation cellulaire, par microscopie confocale, il sera
intéressant d’observer le ciblage compartimental des Dok suite a ’engagement de CD2, et
d’examiner une éventuelle altération dans ce phénoméne suite a I’insertion des mutations
étudiées. Il est possible d’envisager que les protéines Dok soient recrutées a proximité du
récepteur CD2, via I’interaction du domaine PTB avec le récepteur lui-méme, ou encore avec
une des molécules associées a ce récepteur. Cependant, CD2 et la plupart des molécules s’y
associant ne possédent pas le motif préférentiel (Y/MXXNXLY) de liaison au domaine PTB de
Dok-1. Cela laisse en suspend I’identité des interactions du domaine PTB conduisant a la
phosphorylation de ces protéines par CD2. Cependant, il se peut que le domaine PTB des Dok
reconnaisse un motif non-phosphorylé ou différent de celui défini in vitro. Par exemple, les
kinases Lck et Fyn, s’associant 8 CD2, possédent une tyrosine dans un motif NXXY, motif
ayant été montré comme favorable a I’association aux domaines PTB de Shc et IRS (Gustafson
et al., 1995). La protéine Dok-2 a aussi été montrée s’associant via son domaine PTB au
récepteur Tek/Tie2 qui ne posséde pas de motif NXXY (Jones et al., 2003). Cela illustre donc
la flexibilité dans les motifs de séquences pouvant interagir avec le domaine PTB de cette
protéine. Des études plus approfondies seront nécessaires afin d’identifier quelles molécules

contribuent au recrutement/phosphorylation des protéines Dok suite a I’engagement de CD2.

De son coté, le domaine PH est requis pour la phosphorylation de Dok-1 et son réle de
régulateur négatif dans la signalisation induite par c-Kit ou le PDGFR (Zhao et al., 2001; Liang
et al., 2002). Pour Dok-2, le domaine PH s’avére important pour la localisation et la
phosphorylation optimale de cette protéine suite & une stimulation par le récepteur &8 ’EGF ou
Tek/Tie2 (Jones et al., 1999; Jones et al., 2003). La contribution de ce domaine repose sur ses
capacités a lier les 3’-phosphoinositides, produits de la PI-3 kinase qui est activée par
’engagement de divers récepteurs. Comme la stimulation du lymphocyte T par CD2 ou CD28
induit ’activation de la PI-3K (Ward et al., 1992; Hutchcroft et al., 1998; Okkenhaug et al.,
2004), on peut imaginer que le recrutement & la membrane des protéines Dok dans ce type
cellulaire nécessite aussi la contribution du domaine PH. De récentes études dans notre

laboratoire démontrant 1’absence de phosphorylation de Dok-2 dont le domaine PH a été délété
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(résultats non présentés) viennent appuyer ce modéle ol le domaine PH est important pour le

recrutement/phosphorylation des Dok.

Nous avons aussi pu démontrer que la surexpression des formes mutées pour la tyrosine
de I’interdomaine PH/PTB interférait avec la phosphorylation des Dok endogénes. Cela est en
accord avec la démonstation que Dok-1 et Dok-2 puissent interagir suite a la stimulation de la
cellule T via le récepteur CD2. Par ailleurs, nous observons une trés forte baisse de la
phosphorylation chez les mutants déficients dans le phénoméne d’oligomérisation. Cela nous
indique donc que I’oligomérisation des protéines Dok survient en aval des événements
conduisant a leur phosphorylation compléte. On peut envisager un modéle ou les protéines
Dok-1 et Dok-2 sont recrutées a la membrane via leur domaine PH, et localisées via leur
domaine PTB a un endroit propice & leur phosphorylation (voir Figure 6). Les mutants pour le
domaine PTB ne pourraient franchir cette étape, ce qui est en accord avec I’absence de
phosphorylation que 1I’on observe. Par contre, le domaine PTB intact des mutants tyrosine 146
(Dok-1) et 139 (Dok-2) permettrait le recrutement adéquat des Dok a la membrane. Ces
mutants étant incapables de dimeriser, ils seraient retenus a cette étape et donc ne pourraient
étre phosphorylés sur les résidus tyrosines de la portion c-terminale. Ils bloqueraient aussi les
sites de recrutement membranaires, ce qui conduirait a 1’effet d’interférence observé. Ce
modele fait donc appel a une phosphorylation séquentielle des tyrosines des protéines Dok, la
tyrosine 146 (Dok-1) et 139 (Dok-2) étant la premiére tyrosine & étre phosphorylée. Le modéle
prédit également que la mutation de I’'une des tyrosines dans la portion C-terminale des Dok
n’entrainerait pas une perte totale de la phosphorylation de ces protéines. Nos résultats

préliminaires sont en accord avec ces prédictions (résultats non présentés).

Il sera intéressant d’évaluer si des interactions hétérotypiques peuvent avoir lieu avec
d’autres membres de la famille Dok. Sans toutefois posséder de leucine en position -1, la
sequence entourant la tyrosine en position équivalente chez Dok-3 (Tyr152(souris): MEENSIY)
est assez similaire a celle de la Tyr146 (MLENSLY) de Dok-1 et la Tyr139 (MEENELY) de
Dok-2. Puisque les molécules Dok-1 et Dok-3 sont co-exprimées chez le lymphocyte B et
toutes deux phosphorylées par une stimulation BCR, il serait intéressant d’évaluer 1’existence

d’oligoméres Dok-1/Dok-3. Cependant, ce phénoméne ne semble pas commun a I’ensemble
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des protéines Dok. En effet, le domaine PTB de Dok-4 ne peut lier la forme phosphorylée de
Dok-1 ou Dok-4 lors d’essais in vitro (Bedirian et al., 2004). 1l est a noter que Dok-4 et Dok-5
ne posseéde aucune tyrosine dans un motif de séquence de liaison potentielle au domaine PTB
de Dok-1. Cette étude démontre que le domaine PTB de Dok-4 n’est vraisemblablement pas
impliqué dans un phénoméne d’oligomérisation, en plus de montrer une spécificité différente

des domaines PTB de Dok-1 et Dok-4.

Dans un deuxiéme volet d’étude, nous avons cherché a décrire si la signalisation
engendrée par le TCR-CD3 pouvait exercer une influence sur la phosphorylation de Dok-2
induite par les récepteurs CD2 et/ou CD28. 1l a préalablement ét¢ montré que les protéines
Dok-1 et Dok-2 sont phosphorylées suite a 1’activation par le récepteur CD2, mais aucune
phosphorylation n’est observée suite a la stimulation du TCR/CD3 seul (Nemorin et al,
2000b). De plus, Dok-1 a aussi été démontré dans un état phosphorylé suite a I’engagement du
récepteur CD28 (Nunes et al., 1996; Yang et al., 1999). Nous avons pu démontrer, dans un
contexte de stimulation avec des cellules présentatrices RAJI, que la stimulation simultanée du
TCR-CD?3 avec les récepteurs CD2 et/ou CD28 empéche fortement la phosphorylation de Dok-
2 et aussi et Dok-1. Deux études antérieures ont montré des résultats divergents quant a
I’influence du TCR-CD3 sur la signalisation de Dok-1 induite par CD2. Le mode d’activation
pourrait étre a I’origine de ces divergences. Dans une premiére étude, la stimulation préalable
de la cellule T par CD3 parvient 4 empécher les événements de phosphorylation induits par
CD2, a I’exception de Dok-1 dont la phosphorylation est méme augmentée (Harriague et al.,
2000). Dans une seconde étude, lors de I’engagement simultanée de CD3 et CD2 avec des
anticorps, Martelli et al. Ont cependant pu observer I’inhibition de 1’association
phosphodependante de Dok-1 avec Crk-L, donc vraissemblablement de la phosphorylation de
Dok-1, normalement induite lors de I’engagement de CD2 seul (Martelli ez al., 2001). 11 a aussi
été clairement montré que le co-engagement du TCR-CD3 et de CD28 parvient & inhiber la

phosphorylation de Dok-1 induite par CD28 (Michel et al., 2001).

Le patron de phosphorylation engendré par une paire d’anticorps mitogénique contre

CD2 chevauche grandement celui observé suite a 1’engagement du TCR-CD3. Cependant, la
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phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 par I’engagement de CD2 est un des événements distinctifs
de la signalisation TCR-CD3. Curieusement, la signalisation par le TCR-CD3 semble parvenir
a inhiber spécifiquement cette phosphorylation des régulateurs négatifs Dok-1 et Dok-2. Les
mécanismes  impliqués, empéchant la phosphorylation, ou encore induisant la
déphosphorylation, restent toujours & étre élucidés. Il sera intéressant d’investiguer si la
signalisation TCR-CD3 parvient & moduler le ciblage membranaire des protéines Dok par CD2,

prévenant ainsi la localisation adéquate de ces protéines pour leur phosphorylation.

Conclusion

La découverte de ’implication du domaine PTB de Dok-1 et Dok-2 dans un mécanisme
d’oligomérisation entre ces protéines nous renseigne plus sur le mode d’action de ces
adaptateurs. Ce type d’association pourrait permettre le recrutement optimal a la membrane et
ainsi engendrer la phosphorylation compléte de ces protéines. La coopération entre Dok-1 et
Dok-2 pourrait contribuer a accroitre le spectre de protéines recrutées via les phosphotyrosines
de la portion C-terminale. Du point de vue fonctionnel, il reste toujours a determiner si ces
deux protéines assurent ou non des fonctions redondantes. Le fait que la souris déficiente pour
Dok-1 ne présente aucun phénotype évident est en accord avec le fait que d’autres protéines
telle Dok-2 puissent compenser en partie 1’absence de Dok-1. L’expression différentielle ainsi
que les portions C-terminales contenant des motifs uniques soutient cependant le concept de
roles spécifiques a chacune de ces protéines. Le type cellulaire impliqué et le récepteur engagé
sont probablement des éléments & 1’origine de la détermination des tyrosines qui seront
phosphorylées, entrainant ou non la formation de complexes homo- ou hétérotypiques et/ou
autres complexes protéiques spécifiques. Du point de vue évolutif, il est aussi fort probable que
ces protéines aient été conservées afin d’assurer des fonctions distinctives. D’autres études
seront nécessaires pour approfondir nos connaissances sur ces théories et aussi déterminer de
quelle fagon la signalisation TCR-CD3 agit afin d’empécher I’action des régulateurs négatifs

tels Dok-1 et Dok-2 pour laisser place aux mécanismes d’activation.
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