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SOMMAIRE

La protéine p56dok fait partie d’'une famille de protéines adaptatrices comprenant cinq
membres. Dans les lymphocytes T, deux membres de cette famille sont exprimés : la protéine
p56dok et la protéine p62dok. La protéine p56dok est phosphorylée sur des résidus tyrosine,
comme la protéine p62dok, suite & ’engagement des récepteurs CD2 et CD28 mais non suite a
une stimulation via le complexe TCR/CD3. Dans cette étude, nous avons tenté d’évaluer le réle
de la protéine p56dok dans I’activation des lymphocytes T en utilisant des clones de cellules
Jurkat surexprimant la protéine p56dok ou des formes mutantes de cette protéine pour les résidus
tyrosine 271 et 402 de la portion C-terminale. Les résultats que nous avons obtenus démontrent
que la protéine p56dok régule de fagon négative la signalisation dans le lymphocyte T lorsque la
stimulation implique le récepteur CD2. Certains effecteurs de la signalisation sont affectés par la
protéine p56dok tel que 1’activation des MAPK ERK1/2. Cependant, contrairement & 1a protéine
p62dok, la protéine p56dok n’intervient pas dans la mobilisation de calcium intracellulaire. 11 est
a noter que la surexpression de la protéine p56dok affecte I’activation des MAPK ERK1/2 de la
voie Ras suite a la stimulation du récepteur CD2 et non du complexe TCR/CD3. 11 est également
a noter que D’activation du site NF-AT ainsi que la sécrétion d’IL-2 sont inhibés par la
surexpression de la protéine p56dok suite & I’engagement du récepteur CD2. De plus, la protéine
p56dok semble interférer avec une modification de la protéine p56lck, suite a ’engagement du
récepteur CD2, puisque la surexpression de la protéine p56dok inhibe le changement de mobilité
électrophorétique de la protéine p56Ick la faisant passer de 56 & 58 kDa. L’implication de cette
conversion dans la signalisation est présentement 4 1’étude au laboratoire. Les mutations dans le
domaine C-terminale nous ont permis de déterminer qu’au moins un des résidus tyrosine de ce
domaine était important au réle inhibiteur de la protéine p56dok au niveaun de la signalisation. En
mutant le résidu tyrosine 271 de la protéine p56dok pour une phénylalanine, nous avons pu
restaurer I’activation des MAPK ERK1/2 et des sites de NF-AT ainsi que la production d’IL-2.
De plus, nous avons pu mettre en évidence, & ’aide d’un anticorps reconnaissant les résidus
tyrosine phosphorylés, la formation de liaisons homo- et hétérodimériques entre la protéine
p56dok et la protéine p62dok via leur domaine PTB ce qui suggére I’implication de ce domaine
dans les fonctions de p56dok. Il semble donc que la protéine pS6dok, comme la protéine p62dok,
est un régulateur négatif des réponses cellulaires chez le lymphocyte T suite a la stimulation du

récepteur CD2.
S

‘)/ascale Duplay ‘
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INTRODUCTION



La famille Dok est une famille nouvellement identifiée qui comporte plusieurs
membres. L’ordre dans lequel les protéines appartenant a cette famille furent clonées est
le suivant. La protéine p62dok, également connue sous le nom de la protéine Dok-1 ou de
la protéine de liaison a la protéine RasGAP, fut le premier membre a étre identifié
(Carpino et al., 1997, Yamanashi et Baltimore, 1997). Plusieurs groupes se sont
intéressés a cette molécule puisqu’une fois phosphorylée, elle se lie & la protéine RasGAP
via son domaine SH2; la protéine RasGAP étant une molécule impliquée dans I’inhibition
de la voie Ras/MAPK (Genot et Cantrell, 2000). Peu de temps aprés, un second membre
fut identifié et cloné simultanément par trois groupes dans des systémes variés et par des
approches différentes. Cette molécule connue sous le nom de la protéine p56dok, de la
protéine Dok-2, de la protéine Dok-R ou de la protéine FRIP constitue I’objet de ces
travaux (Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998; Nelms et al., 1998). Plus
récemment, la protéine Dok-3, également nommée la protéine Dok-L, fut identifiée dans
les lymphocytes B et clonée par deux équipes (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000).
Finalement, ce n’est que trés récemment qu’il fut découvert que les protéines Dok
pouvaient également se retrouver au niveau du cerveau. L’identification de deux
nouveaux membres, les protéines Dok-4 et Dok-5, au niveau du SNC démontre cette

nouvelle distribution tissulaire (Grimm et al., 2001).

La distribution tissulaire et cellulaire des différents membres est assez variée avec
des similitudes plus marquées pour la protéine p62dok et la protéine p5S6dok ainsi que les
protéines Dok-4 et Dok-5 (tableau 1) (Carpino et al., 1997, Yamanashi et Baltimore,
1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998; Nelms et al., 1998; Cong et al.,
1999; Lock et al., 1999; Lemay et al., 2000; Grimm et al., 2001). En ce qui a trait aux
protéines p62dok et p56dok, il est possible d’observer une différence majeure dans leur
expression cellulaire puisqu’il y a une absence d’expression de la protéine pS6dok dans
les cellules B (Nelms et al., 1998; Lock et al. 1999). Pour la protéine Dok-3, il s’agit
d’une absence d’expression dans les cellules T (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000).
Toutefois, ce qui nous importait pour ce projet de maitrise c’est que les protéines p62dok

et pS6dok soient exprimées a des niveaux comparables dans les lymphocytes T puisque
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ces cellules furent employées comme modéle cellulaire pour ce projet. De cette fagon,
nous nous assurions de pouvoir comparer les résultats obtenus au laboratoire sur la

protéine p62dok avec ceux que nous allions obtenir avec la protéine p56dok.

11 existe une grande ressemblance dans 1’organisation structurale des différentes
protéines Dok identifiées jusqu’a maintenant (figure 1) (Carpino et al., 1997; Yamanashi
et Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998; Nelms et al.,
1998; Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). La structure schématique de ces protéines
identifie trois régions distinctes qui présentent chacune des caractéristiques particuliéres
associées 4 des roles précis. Tout d’abord, il y a un domaine d’homologie pleckstrin
auquel plusieurs fonctions sont associées. Chez d’autres protéines, comme la protéine
GAP, ce domaine a été démontré comme étant impliqué dans la signalisation et
I’organisation du cytosquelette. De plus, il permet des interactions avec d’autres protéines
et finalement, il semble essentiel pour la localisation & la membrane cellulaire par sa
liaison aux phosphoinositides présents dans la membrane cellulaire (Harlan et al., 1994,
Pawson, 1995; Lemmon et al.,, 1996; Coffer et al., 1998). Le second domaine est un
domaine de liaison aux résidus tyrosine phosphorylés contenus dans des motifs NXLpY
d’autres protéines. Ce domaine posséde donc une fonction similaire aux domaines SH2
qui lient également des résidus tyrosine phosphorylés (Songyang et al, 1993;
Schlessinger, 1994; Carpino et al., 1997, Yamanashi et Baltimore, 1997; Songyang et al.,
2001). Le dernier domaine est le domaine C-terminal et pour les protéines p62dok et
p56dok, c’est un domaine particuliérement riche en résidus tyrosine et proline. Les
résidus proline qui se retrouvent dans un contexte PXXP agissent comme des motifs de
liaison aux domaines SH3 d’autres protéines tandis que les résidus tyrosine lient des
domaines SH2, une fois qu’ils sont phosphorylés (Carpino et al., 1997; Yamanashi et
Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998; Nelms et al., 1998;
Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000; Grimm et al., 2001). Plusieurs des résidus tyrosine
retrouvés dans le domaine carboxy-terminal se retrouvent dans des motifs YXXP qui, une
fois phosphorylés, sont reconnus pour permettre des interactions spécifiques avec
RasGAP ainsi que diverses protéines adaptatrices (Bhat et al., 1998; Songyang et al.
1999; Songyang et al., 2001; Wick et al., 2001). C’est également dans cette région qu’il



FIGURE 1: Représentation schématique de P’organisation structurale des
protéines appartenant a la famille Dok

Légende :

C : Région carboxy-terminale

N : Région amino-terminale

P : Résidu proline

PH : Pleckstrin homology

PTB: Phosphotyrosine binding domain
Y : Résidu tyrosine



o) a1d

Hd

A AA A XAAA XA X AXA XX

d
) dlLd Hd
AAAAA AAXA A AAXA A AAA
D d41d Hd
A A A A AA A A A A
d dd d dddd
J d1d Hd
A AAA A A AA A AA A A
dd dd d d d d d
J dld Hd
A AAXA A A A XA AA A A A

s-yod

yoda

e3od

yopgsd

yopzod



est possible d’observer le plus de divergence entre les membres de la famille Dok (Di

Cristofano et al., 1998).

Ces protéines ne présentent pas d’activité enzymatique alors, il faut les classer
parmi les protéines dites adaptatrices (Carpino et al., 1997; Yamanashi et Baltimore,
1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998; Nelms et al., 1998; Cong et al.,
1999; Lemay et al., 2000; Grimm et al., 2001). Elles servent ainsi d’intermédiaires pour

la liaison d’autres protéines impliquées au niveau des cascades de signalisation

intracellulaire.

Au début de ce projet, nous savions que I’activation du lymphocyte T impliquait
un ensemble de protéines qui sont activées, a tour de role, suite & 1’engagement de
différents récepteurs de la cellule. Ainsi, suite & I’activation des cellules T via les
récepteurs a I’étude dans ce projet, le complexe TCR/CD3 et le récepteur CD2, il y a un
recrutement et une activation d’une série de PTK qui peuvent ensuite enclencher une
cascade de signalisation pouvant impliquer des voies de signalisation diverses. Il y aura
ensuite translocation de facteurs de transcription au noyau et transcription de génes variés
qui vont mener a une ou plusieurs réponses cellulaires (Pantaleo et al., 1987; Samelson et
al., 1990; Ley et al., 1991; Graves et al., 1991; Kanner et al., 1992). Mais dans quelle(s)
voie(s) de signalisation la protéine p5S6dok était réellement impliquée, nous n’en avions
aucune certitude au début du projet. Toutefois, dans un article parut en 2001 au
laboratoire du Dr. Duplay, il fut démontré que suite & une stimulation via le complexe
TCR/CD3, aucune phosphorylation des protéines p62dok et pS6dok n’était observée
tandis qu’aprés une stimulation via le récepteur CD2, il était impossible d’observer une
phosphorylation de ces deux protéines (Némorin et al., 2001). De plus, une des protéines
permettant cette phosphorylation était la kinase Ick de la famille Src (Némorin et Duplay,
2001). 11 semble donc que la protéine p62dok ainsi que la protéine pS6dok sont
impliquées dans des voies de signalisation des cellules T stimulées par le récepteur CD2

et non par le complexe TCR/CD3 (Némorin et al., 2001; Némorin et Duplay, 2001).



Nous nous sommes ensuite attardés a connaitre ’implication fonctionnelle de
cette phosphorylation des protéines Dok sur la signalisation. Pour la protéine p62dok, un
role de modulateur négatif avait été mis en évidence chez les lymphocytes. En effet, la
protéine p62dok est impliquée dans la régulation négative de la prolifération cellulaire
lorsqu’il y a un pontage simultané des récepteurs BCR et FCYRIIB (Tamir et al., 2000).
Au laboratoire du Dr. Duplay, il fut également démontré que la protéine p62dok régulait
négativement la signalisation intracellulaire cette fois-ci lorsqu’il y avait une stimulation

du récepteur CD2, dans les cellules Jurkat (Némorin et al., 2001).

En ce qui concerne la protéine p56dok, il fut démontré que la prolifération
cellulaire induite par des cytokines (IL-2, IL-3 et IL-4) était régulée négativement par la
protéine p56dok dans le lymphocyte T (Nelms et al., 1998). Puisque nous désirions
poursuivre 1’étude des protéines Dok au laboratoire et que les connaissances sur p62dok
progressaient rapidement, nous avons choisi d’étendre 1’étude effectuée sur la protéine
p62dok au second membre de la famille, la protéine p5S6dok. Nous nous sommes fixés
comme but de déterminer la fonction de la protéine adaptatrice p56dok dans la
signalisation induite suite & 1’activation des lymphocytes T par le complexe TCR/CD3 et
le récepteur CD2 dans la lignée cellulaire servant déja de modéle au laboratoire, la lignée
Jurkat (J.77-6). Nous désirions également effectuer une étude comparative entre les
protéines p62dok et pS6dok au niveau de la transduction des signaux afin de connaitre
s’il y avait de la redondance dans leur fonction. Afin d’obtenir des réponses a ces
nombreuses questions, les objectifs suivants furent fixés : Tout d’abord, nous désirions
examiner I’effet de la surexpression de la protéine p56dok sur la transduction des signaux
suite & 1’activation des cellules de la lignée Jurkat par le complexe TCR/CD3 ou le
récepteur CD2. Ensuite, nous voulions identifier les résidus tyrosine de la portion
carboxy-terminale importants dans la fonction de la protéine p5S6dok. Aprés, il devenait
intéressant d’identifier les protéines qui interagissent avec la protéine pS6dok. Pour ce
faire, I’approche expérimentale employée fut de produire des transfectants surexprimant
la protéine pS6dok pour examiner I’effet de la protéine p56dok dans la transduction de
certains signaux, qui seront décrits ci-aprés, suite & I’engagement des récepteurs a I’étude.

Des mutations furent ensuite introduites dans la portion C-terminale de la protéine aux
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résidus tyrosine 271 et 402, résidus respectivement impliqués dans la liaison de RasGAP
et dans la liaison du site potentiel de liaison de la PTK Ick. Ces protéines mutées furent
ensuite surexprimées par des transfections stables, toujours dans la lignée cellulaire
Jurkat. Ainsi, nous étions en mesure de caractériser plus finement les résidus tyrosine
importants aux fonctions de la protéine p5S6dok dans la transduction des signaux. Les
différentes voies de signalisation analysées & I’aide des transfectants surexprimant la
protéine p56dok sauvage ou portant les mutations en portion carboxy-terminale sont les
suivantes. La voie de signalisation impliquant ’enzyme PLCy et son effet sur la
mobilisation de calcium, I’activation des MAPK par la petite protéine G Ras ainsi que
’activation en aval du site NF-AT et finalement, la production d’IL-2 résultant de
I’activation de ces voies de signalisation. Des protéines de fusion GST furent générées
pour réaliser des essais de liaison in vitro dans lesquels ces protéines de fusion servaient
de matrice de liaison pour d’autres protéines. Des protéines GST fusionnées au domaine
PTB ou au domaine C-terminal de la protéine p56dok, furent construites pour nous
permetire d’identifier les protéines en mesure d’interagir avec la protéine p56dok via ces

domaines particuliers.
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I) La signalisation dans le lymphocyte T via le complexe TCR/CD3 et le récepteur
CD2

A) TCR/CD3
1) Activation des PTK
a) Les PTK de la famille Src (Ick et fyn)

La signalisation via le récepteur des cellules T (TCR) se fait par I’intermédiaire
des protéines tyrosine kinases (PTK) cytosoliques appartenant aux familles Src, Syk et
Tec (Chu et al., 1998; Van Leeuwen et Samelson, 1999). Ces protéines sont nécessaires a
la transmission des signaux via le TCR puisque ce récepteur ne posséde pas d’activité
tyrosine kinase intrinséque. Les premiers événements de signalisation & se produire,
lorsqu’il y a engagement du TCR, sont alors le recrutement au niveau du récepteur et
I’activation de deux PTK de la famille Src soit Ick et fyn (June et al., 1990; Starus et
Weiss, 1992; Chu et al., 1998; Van Leeuwen et Samelson, 1999). Ce recrutement méne a
une phosphorylation des résidus tyrosine contenus dans des motifs ITAM

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) des chaines du complexe CD3

associées au TCR et des chaines { (Reth, 1989).
b) Les PTK de la famille Syk (Syk et ZAP-70)

La phosphorylation de deux résidus tyrosine de I''TAM génére des sites de liaison
pour des protéines comportant des domaines SH2 (Src homology domain) dont le tandem
SH2 de la kinase ZAP-70 de la famille Syk (Chan et al., 1992). ZAP-70, lié¢ a I'ITAM,
s’autophosphoryle en plus d’étre phosphorylé sur des résidus tyrosine par la PTK Ick.
Cette phosphorylation permet la liaison de la PTK Ick et augmente alors de fagon
considérable I’activité catalytique de la PTK ZAP-70 (Duplay et al., 1994; Iwashima et
al., 1994; Chan et al., 1995). Une fois activée, la kinase ZAP-70 peut phosphoryler
différents substrats en aval, tels que les protéines adaptatrices LAT et SLP-76, initiant

alors une cascade impliquant diverses voies de signalisation. Il en résultera des
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changements au niveau de la transcription des génes nucléaires, changements qui ménent
aux fonctions effectrices et a des changements morphologiques de la cellule (Wong et al.,

1998).
2) Role central de LAT

LAT est une protéine adaptatrice qui posséde de nombreux résidus tyrosine dans
sa queue cytoplasmique lui permettant, lorsqu’elle est phosphorylée par la kinase ZAP-
70, d’interagir avec le domaine SH2 de plusieurs protéines telles que PLCy-1, Grb2/Sos
et Gads/SLP-76. Leur recrutement, 4 la membrane plasmique, est ainsi assuré puisque la
protéine LAT y est localisée constitutivement grice 4 ses sites de palmitoylation ainsi
qu’a sa région transmembranaire (Zhang et al., 1998; Clements et al., 1998; Lin et al,
1999). La protéine LAT participe, entre autres, 4 la réorganisation du cytosquelette via le
complexe protéique Gads/SLP-76, & I’activation de la protéine Ras via le complexe
protéique Grb2/Sos et aux voies de signalisation activées par I’enzyme PLCy-1 (Asada et
al., 1999 et Liu et al., 1999).

a) Interactions
i) LAT et Gads/SLP-76

La protéine LAT contient au moins deux sites de liaison pour les domaines SH2
de la protéine adaptatrice Gads et, puisque la protéine SLP-76 se lie 2 Gads, les protéines
LAT et SLP-76 sont indirectement liées. Comme pour la protéine LAT, la protéine SLP-
76 est phosphorylée par la kinase ZAP-70. Il fut démontré que le recrutement de la
protéine SLP-76 i la membrane par la protéine LAT est nécessaire 4 la transduction des
signaux via le complexe TCR/CD3 (Boerth et al., 2000). La phosphorylation des résidus
tyrosine de la portion amino-terminale de la protéine SLP-76 permet le recrutement de la
protéine Vav via un domaine SH2. La protéine Vav est en un facteur d’échange de
nucléotides guanine (GEF) dont la fonction est d’activer les GTPases Rac/Rho. Ces
GTPases sont reconnues pour leur implication dans la réorganisation du cytosquelette

(Henning et Cantrell; 1998). La protéine SLP-76 recrute également la protéine adaptatrice
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Nck, de la méme fagon qu’elle recrute Vav. La protéine Nck s’associe, elle aussi a un
effecteur de Rac, la kinase activée PAK. Il y a alors formation d’un complexe
trimoléculaire SLP-76-Vav-Nck/PAK permettant de coupler I’activation de Rac a celle de
PAK, cette derniére étant associée a la protéine Nck. Tout cela conduit éventuellement a
la réorganisation du cytosquelette d’actine suite a I’activation impliquant le complexe
TCR/CD3 (Galisteo et al., 1996; Raab et al., 1997; Bubeck et al., 1998).

ii)  PLCy-1(IP3 et DAG)

La PLCy-1 est une enzyme qui permet au TCR de réguler I’hydrolyse de PIP; et
de 1a, elle permet de contrbler la production d’IP; et de diacylglycérol (DAG). 1l est a
noter que l’activation de cette enzyme nécessite la présence des familles de PTK
précédemment mentionnées en plus de la famille Tec (Scharenberg et Kinet, 1998;
Schaeffer et al., 1999). Le recrutement de la PLCy-1 a la membrane et son activation
nécessite son association a la protéine adaptatrice LAT (Boerth et al., 2000).
L’importance de la PLCy-1 vient du fait que cette enzyme contrdle la production d’IP; et
de DAG qui régulent respectivement 1’augmentation de calcium intracellulaire et active
les sérine/thréonine kinases de la famille PKC (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999).

Une élévation soutenue de la concentration de calcium intracellulaire est critique
pour I’expression des génes des cytokines (Rao et al., 1997; Crabtree, 1999). L’induction
de ces geénes requiert la coordination des signaux calciques ainsi que des signaux
engendrés par les GTPases Ras/Rho ainsi que les PKC (Izquierdo Pastor, 1995). Dans le
cas de la voie de la PLCy-1 menant & la mobilisation de calcium intracellulaire, via la
production d’IP3, il y a les facteurs de transcription NF-AT qui seront déphosphorylés par
la calcineurine, une sérine phosphatase dépendante du calcium et de la calmoduline
puisqu’elle est activée en leur présence. Ces facteurs de transcription pourront transloquer
au noyau, €tre activés et se lier 4 un site d’activation de la transcription nommé NF-AT
(Crabtree, 1999).
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iii) Grb2/Sos et Ras

Le complexe adaptateur Grb2/Sos est impliqué, via Sos, dans I’échange de
nucléotides de la protéine Ras (Sasaoka et al., 1994; Innocenti et al., 2002). La protéine
p21Ras s’accumule rapidement sous sa forme liée au GTP dans les cellules T activees.
L’activation de la protéine Ras est contrdlée par les protéines GEF, dont Sos, et par la
protéine activatrice de la fonction GTPase (GAP) (Trahey et McCormick, 1987,
Downward, 1996). Ces protéines GEF ont pour rdle d’augmenter la formation de
complexes actifs GTP-Ras en favorisant I’échange de GDP pour le GTP. In vivo, la
protéine Ras est normalement maintenue dans sa forme liée au GDP par GAP dont le réle
est d’activer la fonction GTPase de la protéine Ras qui ménera a I’hydrolyse du GTP en
GDP. La protéine Grb2, quant & elle, est recrutée via son domaine SH2 par LAT a
proximité de la protéine Ras ou la protéine Sos peut agir (Schlessinger, 1994; Kumar et

al., 1995).
3) Activation des MAPK
a) La cascade des MAPK

Les MAP kinases (MAPK) requiérent & la fois une phosphorylation de leurs
résidus sérine/thréonine et tyrosine pour étre activées. Les MAP kinases sont les seuls
substrats connus d’un groupe de protéines appelées MAP kinase kinases (MAPKK).
Toutes les MAP kinase kinases sont activées par la phosphorylation d’un résidu sérine ou
thréonine par un autre groupe de protéines qui agissent a titre de MAP kinase kinase
kinases (MAPKKK). I existe par ailleurs trois cascades majeures des MAPK impliquées
dans I’activation des lymphocytes T soient : ERK 1/2, JNK1/2 et p38 (Hardy et Chaudhri,

1997).
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b) Implication de la voie Ras

Lorsque la protéine Ras est activée, elle sera couplée & des multitudes d’effecteurs
biochimiques des voies de signalisation incluant Raf-1/MEK/ERK1/2 et des voies
controlées par les GTPases Rac/Rho (Tordai et al., 1994; Genot et al., 1996; Genot et
Cantrell, 2000). En effet, la protéine Ras interagit avec la protéine Raf qui active la
MAPK kinase, MEK1/2, qui & son tour phosphoryle et active les MAPK ERK1/2
(Kyriakis et al, 1992). La MAPK activée phosphoryle alors plusieurs substrats
intracellulaires aux résidus Ser/Thr, notamment le facteur de transcription Elk, qui une
fois phosphorylé, permettra la transcription du géne c-Fos (Tordai et al., 1994, Crabtree,
1999). La transcription de c-Jun dépend, quant a elle, de I’activation de la voie JNK.
Suite a I’activation de ces différentes voies de signalisation du lymphocyte T, il est
possible d’observer la translocation au noyau des facteurs de transcription (Park et Levitt,

1993; Whitmarsh et al., 1997).

¢) Facteurs de transcription et régulation de la transcription du

géne codant pour 'IL-2

Tel que mentionné précédemment, la transcription du géne Fos dépend de
I’activation de la voie ERK1/2 alors que la transcription du géne Jun dépend de
Iactivation de la voie JNK. Une fois les MAPK activées, il y a la formation d’un facteur
de transcription nommé AP-1, dans le noyau, qui provient de la formation d’un
hétérodimére Fos/Jun (Park et Levitt, 1993). Le facteur de transcritpion AP-1 se lie,
comme les facteurs de transcription NF-AT, au site de la transcription NF-AT. Les
facteurs de transcription NF-AT agissent alors de fagon synergique avec le facteur de
transcription AP-1 au site NF-AT de ’ADN qui contient des sites de liaison adjacents
pour ces deux facteurs (Genot et al. 1996; Macian et al., 2001). Ils forment alors un
complexe qui permet la régulation de divers génes tel que I’'IL-2 (Macian et al., 2001).

L’induction concomitante des ces facteurs nécessite 1’activation concertée des voies
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mentionnées précédemment, la voie activée par la PLCy-1 (NF-AT) et celles activées par

la protéine Ras (AP-1) (figure 2).
B) CD2
1) Différences souris vs homme

Au niveau de la structure, le récepteur CD2 humain et son homologue murin
possédent une organisation génomique trés semblable composée de 5 exons (Moingeon et
al., 1989). L’identité entre les séquences est de 51% avec 59% d’homologie dans le
domaine cytoplasmique, 47% dans le domaine extracellulaire et 44% dans la région
transmembranaire (Moingeon et al. (Immunol. Rev.), 1989). C’est au niveau des fonctions
permises par ces récepteurs que la différence majeure existe. Chez 1’homme,
’engagement du récepteur CD2 permet I’activation de la cellule T en plus d’agir comme
molécule d’adhésion tandis que le récepteur CD2 murin ne semble agir que comme
molécule d’adhésion (Moingeon et al. (Nature), 1989; Davis et al., 1998). Puisque la
lignée cellulaire qui fut employée tout au long de mon projet de maitrise est une lignée de
cellules T humaines, je détaillerai donc, dans la suite de cette revue, la fonction de ce

récepteur chez ’homme.
2) Signalisation dans le lymphocyte T

De quelle fagon le récepteur CD2 est-il impliqué dans la transduction de signaux?
Le pontage du récepteur CD2 par des anticorps anti-CD2 active les kinases Src dont Ick
et fyn ainsi que la kinase ZAP-70 de la famille Syk. Il est & noter que les signaux
activateurs délivrés par le récepteur CD2 semblent requérir I’expression du complexe
TCR/CD3 4 la surface cellulaire et plus précisément des chaines { du CD3 (Alcover et
al., 1988; Samelson et al., 1990; Howard et al., 1992; Moingeon et al., 1992; Verhagen et
al, 1996). La signalisation via ce récepteur partage également des événements
biochimiques avec la voie de signalisation du complexe TCR/CD3 tel que I’activation des

méme PTK ainsi que des voies de signalisation de la protéine Ras et de la PLCy-1



FIGURE 2 : Modéle de signalisation passant par le complexe TCR/CD3



19

aNa[anbsoifo
uonesIue3I0NY

X awsp)doifo

UDAQUIDUL

AN21daoa.4



20

discutées précédemment dans cette section (Pantaleo et al. 1988; Ley et al., 1991; Graves
et al., 1991; Kanner et al., 1992).

II) Protéines Dok
A) p62 GAP Associated protein (p62dok)
1) Identification et importance

L’intérét accordé a cette famille de protéines vient du fait que plusieurs équipes
avaient initialement identifié une protéine de 62 kDa phosphorylée qui interagissait avec
la protéine RasGAP. Cependant, ce n’est qu’en 1997 qu’elle fut clonée et caractérisée par

deux équipes simultanément (Carpino et al., 1997; Yamanashi et Baltimore, 1997).
2) Structure des protéines de la famille (figure 1)

La famille Dok comporte cinqg membres clonés et caractérisés & ce jour connus
sous les noms de protéines Dok-1 a Dok-S. En ce qui concerne les trois premiers
membres, une nomenclature variée leur fut attribuée ainsi la protéine Dok-1 est
également nommé GAP.A.p62 ou p62dok, la protéine Dok-2 porte également les
appellations Dok-R, FRIP ou p56dok et finalement la protéine Dok-3 s’appelle aussi
Dok-L (Carpino et al., 1997; Yamanashi et Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998;
Jones et Dumont, 1998; Nelms et al., 1998; Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). Pour
la suite de ce travail, j’utiliserai la nomenclature de protéines p62dok et p56dok pour

désigner les protéines Dok-1 et Dok-2 respectivement.

L’organisation structurale est commune & tous les membres de la famille et se
compose de trois domaines distincts comportant chacun des caractéristiques qui lui sont
particuliéres. Méme si les recherches d’homologies n’ont démontré aucune homologie
importante dans les séquences des protéines p62dok et pS6dok avec des protéines
connues, plusieurs régions présentent des homologies de structure avec des domaines

présents dans la structure d’autres protéines adaptatrices.
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a) Domaine PH

Le premier domaine de la protéine consiste en un domaine d’homologie pleckstrin
(PH) retrouvé dans la portion amino-terminale. Ce domaine a été identifié, chez d’autres
protéines, comme permettant des interactions protéines-protéines et protéines-
phospholipides. Par ces interactions, le domaine PH pourrait servir de domaine de liaison
localisant la protéine, généralement cytoplasmique, & la membrane ou elle interagirait
avec des polyphosphoinositides de 1a membrane cellulaire (Harlan et al., 1994; Pawson,
1995; Lemmon et al., 1996, Coffer et al., 1998). A titre d’exemple, les protéines Sos et
RasGAP possédent aussi un domaine PH pouvant également étre impliqué dans leur

localisation & la membrane a proximité de leur substrat la protéine Ras (Lemmon et al.,

1996).
b) Domaine PTB

La second domaine présente une homologie partielle avec une partie du domaine
PTB des substrats du récepteur & I’insuline (IRS-1 & -4) ainsi qu’avec les domaines PTB
d’autres protéines adaptatrices telles que le FRS2 et les SNT-1 et —2 (Yamanashi et
Baltimore, 1997:Lock et al., 1999; Jones et Dumont, 1999). Ce domaine adopte la méme
conformation que le domaine PH toutefois, méme si la conformation des domaines PH et
PTB est semblable, leurs séquences présentent peu de ressemblances (Lemmon et al.,
1996). De plus, le domaine PTB permet la liaison des résidus tyrosine phosphorylés, alors
que le domaine PH, tel que mentionné précédemment, lie les phosphoinositides (Pawson,

1995; Lemmon et al., 1996; Carpino et al., 1997, Yamanashi et Baltimore, 1997).
¢) Domaine carboxy-terminal

En ce qui concerne la séquence C-terminale, il existe trés peu d’homologie entre
la souris et I’humain ainsi qu’entre les différents membres de la famille. Cependant, la
majorité des résidus tyrosine présents dans la séquence des protéines de la famille y sont

localisés, 4 des positions qui sont particuliéres & chaque membre (Carpino et al, 1997,
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Yamanashi et Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998; Cong et al., 1999; Lemay et
al., 2000; Grimm et al., 2001). Ces résidus tyrosine sont les cibles de I’activité des PTK
avoisinantes. Les protéines Dok servent alors d’adaptateurs, c’est-a-dire de lien pour les
molécules contenant des domaines SH2. Cette région est la plus hydrophile de la
molécule et elle est en position d’interagir avec diverses protéines du cytosol puisqu’elle
est libre, ne servant pas 4 I’attachement & la membrane comme le domaine PH (Lemmon
et al., 1996). Cependant, méme si la position relative de ces résidus tyrosine n’est pas tres
conservée entre les protéines p62dok et p56dok, il n’en reste pas moins que ces résidus

sont entourés de séquences flanquantes similaires (Di Cristofano et al., 1998).

1l s’agit d’un domaine également riche en résidus proline, contrairement au reste
de la séquence, dont la majorité se retrouvent dans des motifs PXXP (Carpino et al,
1997; Yamanashi et Baltimore, 1997, Nelms et al., 1998). Ce motif est le plus conserve
dans les ligands des domaines SH3 ce qui suggére que les protéines p62dok et p56dok
forment des complexes de signalisation avec des protéines contenant des domaines SH3
(Ren et al., 1993; Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998). Il est & noter que
contrairement aux protéines p62dok et p5S6dok qui sont trés riches en résidus proline dans
cette section, la protéine Dok-4 n’en posséde qu’un seul tandis que les protéines Dok-3 et
Dok—5 n’en présentent aucun dans toute leur séquence (Grimm et al., 2001). La protéine
comporte aussi, dans ce domaine, plusieurs sites potentiels de liaison pour les sérine et
thréonine kinases (ex.: PKC, MAPK), mais aucun site de myristilation ou de

palmitoylation pour stabiliser ’ancrage 4 la membrane (Yamanashi et Baltimore, 1997).
3) Similitudes entre les membres

Une identité de 72,1% est observable entre la séquence de la protéine p56dok
humaine et murine et une homologie de séquence en acides aminés de 83% est retrouvée
entre la protéine p62dok humaine et murine (Yamanashi et Baltimore, 1997). Cependant,
une homologie plus faible, soit de 34,8%, existe entre les séquences des protéines p62dok
et p56dok humaines et d’environ 40% pour les séquences en acides aminés chez la souris

(Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont, 1998). Cette identité entre les protéines
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p62dok et p56dok se situe principalement au niveau des domaines PH et PTB (Carpino et
al., 1997; Yamanashi et Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont,
1998). Le troisiéme membre de la famille, la protéine Dok-3, est également trés
semblable aux protéines p62dok et p56dok quant & ces deux domaines. Toutefois, un
faible niveau de conservation de séquence est observable dans le domaine C-terminale
entre cette nouvelle protéine, Dok-3, et les membres précédemment identifiés, les
protéines p62dok et p56dok (Cong et al., 1999; Lemay et al., 2000). La taille de Dok-3
est de 58 a 62 kDa et elle ne provient pas d’un épissage alternatif mais plutét d’une
initiation alternative de la traduction ou d’une modification post-traductionnelle de la
protéine (Lemay et al., 2000). Les protéines Dok-4 et Dok-5 présentent, entre elles, cette
méme homologie de séquence des domaines PH et PTB ainsi qu’une trés faible similarité
au niveau carboxy-terminal et leur taille est respectivement de 41 kDa et de 36 kDa
(Grimm et al., 2001). Cette grande diversité au niveau de la séquence dans le domaine
carboxy-terminal suggére que les protéines de la famille Dok lient un ensemble de

protéines différentes résultant en des signaux variés.
4) Distribution

Le tableau 1 résume la distribution des protéines Dok au niveau de leur
expression tant tissulaire que cellulaire. Selon le membre considéré, ’expression peut
différer puisqu’il semble que I’expression de la protéine Dok-5 soit restreinte au systéme
nerveux alors que la protéine Dok-4 se retrouve également dans le systéme nerveux mais
aussi dans d’autres tissus. Les protéines p62dok, p56dok et Dok-3 sont, quant & elles,
exprimées dans les cellules lymphoides et myéloides en plus d’une variété de tissus. Il est
également a noter que contrairement a la protéine p62dok, la protéine pS6dok est absente
des lymphocytes B alors que la protéine Dok-3 est absente des lymphocytes T (Carpino et
al., 1997; Yamanashi et Baltimore, 1997; Di Cristofano et al., 1998; Jones et Dumont,
1998; Nelms et al., 1998; Cong et al., 1999; Lock et al., 1999; Lemay et al., 2000; Grimm

et al., 2001).
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5) Interactions

De nombreuses interactions entre les protéines de la famille Dok et d’autres
protéines sont rapportées dans la littérature. Les membres de la famille Dok représentent
le prototype des protéines adaptatrices qui sans posséder d’activité enzymatique,
permettent la liaison, entre elles, de nombreuses protéines impliquées dans la

signalisation (tableau 2).
a) RasGAP

Puisque I’intérét accordé aux protéines de la famille Dok vient du fait qu’elles
sont en mesure d’interagir avec la protéine RasGAP, il semble a propos de débuter avec
cette derniére. Il est & noter que les protéines de la famille Dok se lient au domaine SH2
de la portion N-terminale de la protéine RasGAP (Ellis et al., 1990; Carpino et al., 1997,
Yamanashi et Baltimore, 1997; Nelms et al., 1998; Lock et al., 1999; Kashige et al,
2000; Tamir et al., 2000). Il fut également démontré que ce sont les résidus tyrosine
présents dans des motifs YXXP qui interagissent avec le domaine SH2 de la protéine
RasGAP (Songyang et al., 1993). Ainsi, il fut vérifié¢ si des motifs similaires se
retrouvaient chez les protéines de la famille Dok. En ce qui concerne les protéines Dok-3,
-4 et -5, aucun motif YXXP n’est retrouvé dans la séquence de ces protéines ce qui les
rend incapables d’interagir avec la protéine RasGAP (Lemay et al., 2000; Grimm et al,
2001). La séquence de la protéine p62dok, quant a elle, présente 5 motifs identifiés
comme des sites de liaison pour les domaines SH2 de la protéine RasGAP (Songyang et
al., 2001). En ce qui concerne la protéine p56dok, 4 résidus tyrosine sont dans ce
contexte YXXP soient les résidus tyrosine 194, 276, 304 et 351 (Nelms et al., 1998).
Deux de ces résidus tyrosine, en positions 276 et 304, se sont avérés plus intéressants a
étudier puisque leur phosphorylation est requise pour la liaison de la protéine rasGAP
(Jones et Dumont, 1999). Il est & noter que seules les formes phosphorylées sur les
résidus tyrosine des protéines p62dok et p56dok sont en mesure de s’associer i la
protéine RasGAP, tant in vivo qu’in vitro, et cette phosphorylation nécessite la présence
de kinases cytosoliques, entre autres v-abl (Moran et al., 1991; Carpino et al., 1997,
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Yamanashi et Baltimore, 1997). 11 fut également rapporté que ce n’est pas la quantité
totale de la protéine p62dok phosphorylée sur les résidus tyrosine qui s’associe & la
protéine RasGAP (Carpino et al., 1997; Yamanashi et Baltimore, 1997; Nelms et al,,
1998). Cette association entre la protéine p62dok phosphorylée sur les résidus tyrosine et
la protéine RasGAP in vitro et in vivo conduit 4 'inactivation de la fonction GTPase de la
protéine Ras (Kashige et al., 2000; Tamir et al., 2000). I serait donc envisageable que les
protéines de la famille Dok agissent comme plate-forme moléculaire pour augmenter
I’activité locale de la protéine RasGAP puisque de nombreux résidus tyrosine présents

sur les protéines de la famille Dok intéragissent avec la protéine RasGAP (Songyang et

al., 2001).
b) Protéines Tyrosine Kinases

Tout d’abord, 1'observation que la protéine p62dok était directement
phosphorylée par des kinases cytosoliques activées comme v-Src et v-Abl suggérait que
la protéine p62dok était leur substrat direct (Ellis et al., 1990). Puisque les substrats
peptidiques préférentiels de ces PTK sont bien connus, ils comportent la séquence en
acides aminés I/V/LYGEFD et I/'V/LYAAP/F respectivement, la séquence de la protéine
p62dok fut analysée pour déterminer si elle portait des motifs permettant de la classer
parmi les substrats de ces PTK (Songyang et al., 1993). 1 fut découvert que la protéine
p62dok posséde un motif comportant les acides aminés LYAEP. Ce motif représente
pratiquement le substrat optimal des PTK activées mentionnées précédemment. Dans les
faits, la protéine p62dok se lie de fagon stable et directe avec v-Abl via le domaine SH2
de v-Abl et non son domaine kinase ou son domaine SH3 (Mayer et Baltimore, 1994;
Bhat et al., 1998). La protéine Dok-3, comme la protéine p62dok, lie directement Abl via
son domaine PTB et est également fortement phosphorylée par cette méme kinase (Cong
et al, 1999). De plus, 7 des 8 sites de phosphorylation privilégiés par les kinases
cytosoliques représentent également des motifs de liaison de domaines SH2 pour ces
mémes kinases. Ce phénoméne suggére donc qu’une fois phosphorylée, la protéine
p62dok peut encore étre phosphorylée sur d’autres résidus tyrosine lorsque d’autres
tyrosine kinases y sont liées (Mayer et Baltimore, 1994; Bedi et al., 1994; Songyang et
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al., 1995; Bhat et al., 1998). La structure de la protéine p62dok posséde, en plus du résidu
tyrosine de la séquence LYAEDP, trois résidus tyrosine supplémentaires dans un contexte
ILYXXP, qui représente la séquence en acides aminés du substrat de la protéine
p210bcr-abl. Cette protéine de fusion présente une activité tyrosine kinase accrue qui
cause la leucémie chronique myéloide (CML) (Carpino et al., 1997). La protéine p56dok
posséde aussi un motif de liaison /LYXXP ce qui implique que cet autre membre de la

famille soit aussi un substrat de la protéine p210bcr-abl (Di Cristofano et al., 1998)

Les protéines Dok sont également de bons substrats des kinases de la famille Src
en transfections transitoires (Lemay et al., 2000). En effet, il fut démontré que la protéine
p62dok était le substrat direct des kinase activées lyn et fyn de la famille Src et plus
récemment, des tyrosine kinases Tec (Carpino et al., 1997, Yamanashi et Baltimore,
1997; Yang et al., 1999; Van Dijk et al., 2000; Fukai et al., 2000). La protéine p56dok fut
également démontrée comme étant le substrat de lyn ainsi que du récepteur Tek (Jones et
Dumont, 1998; Lock et al., 2000). En effet, le domaine PTB de la protéine p56dok
interagit in vivo et in vitro avec le récepteur Tek, un récepteur de tyrosine kinases présent
chez les cellules endothéliales. Suite au recrutement de la protéine p56dok au récepteur
Tek phosphorylé, le récepteur Tek serait capable d’utiliser la protéine p56dok comme
substrat et pourrait ensuite phosphoryler la protéine p56dok sur des résidus tyrosine.
(Jones et Dumont, 1998). En ce qui concerne la kinase lyn de la famille Src, la protéine
p62dok représente un substrat de cette kinase dans les cellules B lymphoides. La
phosphorylation sur les résidus tyrosine de ce substrat génére des sites spécifiques de
liaison pour la protéine RasGAP ainsi que pour la protéine adaptatrice Nck (Lock et al.,
1999; Yamanashi et al., 2000).

Dans les lymphocytes T, la stimulation du récepteur CD28 peut mener a
I’activation d’une PTK de la famille Tec, via sa liaison au domaine intracytoplasmique du
récepteur CD28. Cette stimulation permet alors la phosphorylation des substrats en aval
tel que la protéine p62dok (Klasen et al., 1998; Yang et al., 1999; Van Dijk et al., 2000).
En plus du récepteur CD28, ’engagement du récepteur CD2 mais non du complexe

TCR/CD3 permet la phosphorylation de résidus tyrosine de la protéine p62dok par des
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PTK (Hubert et al., 1993; Nunes et al., 1996; Klasen et al., 1998; harriague et al., 2000,
Martelli et al., 2001; Némorin et Duplay, 2001). Cette phosphorylation n’implique pas
I’action des kinases de la famille Syk (ZAP-70/Syk) (Martelli et al., 2001). La kinase Ick
est également responsable de la phosphorylation des résidus tyrosine des protéines de la
famille Dok dans les lymphocytes T (Ellis et al., 1991; Amrein et al., 1992; Martelli et
al., 2001; Némorin et Duplay, 2001). Les protéines p56dok et p62dok sont reconnues i
vitro, lorsqu’elles sont phosphorylées, par le domaine SH2 de Ick. Les sites pYXXI/L/V
des protéines p62dok et pS6dok semblent former les sites cibles du domaine SH2 de Ick
(Pawson, 1995; Némorin et Duplay, 2001). Dans la séquence de la protéine p56dok, deux
résidus tyrosine de la portion carboxy-terminale sont dans ce contexte soient les résidus
tyrosines 325 et 397. Puisqu’il fut démontré que les PTK du cytosol phosphorylaient de
fagon préférentielle des motifs reconnus par leurs propres domaines SH2, les protéines
p62dok et pS6dok représentent sans doute des substrats directs de cette PTK comme ils le
sont déja pour d’autres PTK (Songyang et al., 1993; Songyang et al., 1995, Némorin et
Duplay, 2001). De plus, les protéines p62dok et p56dok sont phosphorylées
spécifiquement aprés I’activation de Ick suite 4 1’engagement du récepteur CD2 et non du
complexe TCR/CD3 (Némorin et Duplay, 2001). Ainsi, les protéines p62dok et p5S6dok
deviendraient les protéines de liaison entre les événements précoces de la signalisation
initiés par les PTK, suite a ’activation de certains récepteurs, et les événements plus
tardifs de la signalisation qui découlent nécessairement de cette activation (Ellis et al.,

1990; Pawson, 1995; Neet et Hunter, 1995; Carpino et al., 1997, Némorin et al., 2001).

Avec ses résidus tyrosine présents dans un contexte YXXV, la protéine Dok-3
présente une motif de reconnaissance des PTK de la famille Src (Cong et al., 1999). Ces
observations démontrent que chaque protéine adaptatrice d’une méme famille posséde
des spécificités de recrutement pour un ensemble particulier de protéines comportant des
domaines SH2 (Yamanashi et Baltimore, 1997). En ce qui concerne les protéines Dok-4

et Dok-5, ce type d’interaction n’est pas démontré & ce jour (Grimm et al., 2001).

La protéine p62dok se lie également avec Csk dans des cellules transformées par

v-Src ou c-Src. Ces PTK sont devenues constitutivement active suite 4 la mutation de leur
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résidu tyrosine 529 en phénylalanine (Maa et al., 1994; Neet et Hunter, 1995; Vuica et
al., 1997). 1l semble aussi qu’a la fois le domaine SH2 de Csk ainsi que les domaines
SH3, flanquant ce demier, influence I’affinité de liaison de Csk a la protéine p62dok
phosphorylée sur des résidus tyrosine (Vuica et al., 1997). Neet et Hunter ont également
remarqué que le complexe Csk-p62-GAP se retrouve presqu’exclusivement au niveau
sous-membranaire dans les essais de fractionnement cellulaire (Neet et Hunter, 1995). En
ce qui concerne la protéine Dok-3, une liaison a Csk, entre un ou plusieurs des résidus
tyrosine de la portion C-terminale de la protéine Dok-3 et le domaine SH2 de Csk, fut

observée en réponse a I’activation des cellules B (Lemay et al., 2000).

¢) Tyrosine Phosphatases

Les tyrosine phosphatases SHP-1 et SHP-2 sont des régulateurs négatifs de la
signalisation puisqu’ils déphosphorylent les résidus tyrosine de diverses protéines, dont
les protéines Dok (Lemay et al., 2000; Tamir et al., 2000; Yamanashi et al., 2000). 11 fut
observé que SHP-1 pouvait déphosphoryler directement des substrats spécifiques, dont la
protéine p62dok in vitro et in vivo. Cette association est dépendante de la phosphorylation
de la protéine p62dok et elle corréle avec I’activité catalytique de la phosphatase SHP-1
(Tridandapani et al., 1997, Berg et al, 1999). L’action de 1'une de ces tyrosine
phosphatases ne semble pas étre dépendante de la présence de ’autre cependant, elles

pourraient agir a tour de role ou par coopération (Liu et al., 1998).

d) SHIP

SHIP est une inositol phosphatase qui est également un régulateur négatif de la
signalisation et qui lie les protéines p62dok, p56dok et Dok-3 (Lemay et al., 2000; Tamir
et al., 2000). L’interaction entre SHIP et la protéine p62dok s’effectue, comme pour Shc,
entre le résidu phosphotyrosyl (NPXpY) de SHIP et la portion amino-terminale de
p62dok via ses domaines PH et PTB (Tridandapani et al., 1997; Tamir et al., 2000,
Dunant et al., 2000). II s’agit du méme motif d’interaction précédemment identifié pour

la liaison de I’TL-4R et de la protéine pS6dok (Nelms et al., 1998). En ce qui concerne la
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protéine Dok-3, il s’agirait d’une liaison entre le domaine carboxy-terminal de la protéine

Dok-3 ainsi que le domaine PTB et le domaine SH2 de SHIP (Lemay et al., 2000).
e) PLCy

La liaison entre ’enzyme PLCy et la protéine p62dok fut caractérisée comme
nécessitant deux domaines SH2 de la PLCy. En effet, il fut démontré, dans des modéles
de cellules stimulées & I’EGF ou transformées par v-Src, que la protéine p62dok pouvait
former un complexe protéique avec une protéine de fusion comportant les domaines SH2

N-terminal et C-terminal de la PLCy (Hubert et al., 1993; Maa et al., 1994).

f) Protéines adaptatrices
i) Nck

La protéine Nck lie des résidus tyrosine présent dans des motifs YXXP et elle
posséde un rdle dans la régulation du cytosquelette des cellules T (Galisteo et al., 1996).
Il fut également démontré que I’adhésion des cellules aux protéines de la matrice
extracellulaire induit la phosphorylation sur les résidus tyrosine de la protéine p62dok par
les tyrosine kinases de la famille Src (Nogushi et al., 1999). Ainsi, le réarrangement du
cytosquelette pourrait, suite a4 1’activation du récepteur CD2, enclencher une cascade
impliquant le complexe lck/Dok/Nck (Galisteo et al., 1996; Nogushi et al., 1999). La
formation d’un complexe entre les protéines p62dok et Nck fut également démontré par
une stimulation a 1’aide de facteurs de croissance (Wick et al., 2001). En ce qui concerne
les protéines Dok-3, -4 et -5, aucun motif YXXP n’est retrouvé dans la séquence de ces
protéines ce qui les rend incapables d’interagir avec Nck (Lemay et al., 2000; Grimm et

al., 2001).
ii) Crk

La protéine Crk posséde un role dans I’activation de la voie Ras possiblement en

augmentant le nombre de sites de phosphorylation des résidus tyrosine qui peuvent mener
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a I’activation de la voie Ras (Pawson, 1995). Il est a noter que méme si YXXP est un
motif de liaison de Crk, la protéine p62dok ne lie pas constitutivement Crk contrairement
a la protéine pS6dok. De plus, la liaison de la protéine pS6dok & la protéine Crk ne
dépend pas de son état de phosphorylation. Il se pourrait que I’interaction entre ces deux
molécules se fasse via le domaine SH3 de la protéine Crk et une séquence riche en
résidus proline de la protéine pS6dok (Yamanashi et Baltimore, 1997; Jones et Dumont,
1998). 1l fut démontré que la protéine p62dok doit, quant a elle, étre hyperphosphorylée
pour qu’une liaison directe 4 la protéine Crk se produise (Bhat et al., 1998; Martelli et al.,

2001).
g) p62dok-p62dok

Le domaine PTB de la protéine p62dok, contrairement a son domaine C-terminal,
permet 1’oligomérisation de la protéine p62dok par le biais d’une interaction entre les
résidus tyrosine 146 de chaque protéine p62dok. En effet, la séquence entourant ce résidu
tyrosine présente un motif parfait pour permettre la liaison du domaine PTB de la
protéine p62dok lorsque le résidu tyrosine est phosphorylé. Lorsque le résidu tyrosine
146 est muté pour une phénylalanine, il n’y a plus d’interaction possible entre les
protéines p62dok (Songyang et al., 2001). Ce domaine PTB est nécessaire a la protéine
p62dok pour inhiber la transformation cellulaire par la TK Src ainsi que pour reconnaitre
des séquences phosphorylées sur des résidus tyrosine comme le fait le domaine C-
terminal. Toutes les mutations qui empéchent 1’oligomérisation des protéines p62dok

interrompent également I’activité inhibitrice de p62dok sur la transformation cellulaire

(Songyang et al., 2001).
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B) Rdoles connus

1) Divers systémes (autre que les cellules T)

a) p62dok

Les protéines de la famille Dok furent étudiées dans de nombreux systeémes
cellulaires et selon les études, ces protéines peuvent étre des régulateurs positifs ou

négatifs de la signalisation intracellulaire.
i) Positif

La surexpression de la protéine p62dok dans les cellules CHO, exprimant le
récepteur a I’insuline, permet la migration des cellules en réponse a I'insuline. Cette
surexpression de la protéine p62dok n’a cependant aucun effet sur I’activation des MAPK
dépendante de I’insuline, et ce, méme si cette surexpression augmente la quantité de la
protéine RasGAP associée 4 la membrane (Nogushi et al., 1999). Cette observation est
tout a fait dans le sens des observations de Kashige et al. ainsi que Tamir et al. qui ont
démontré que la protéine p62dok était en mesure de diminuer I’activité GTPasique de la
protéine RasGAP par une augmentation de la liaison entre les protéines RasGAP et

p62dok (Kashige et al., 2000; Tamir et al., 2000).
ii) négatif

Les résultats de régulation positive de la signalisation par la protéine p62dok en
réponse i I'insuline sont cependant en contradiction avec ceux d’un article plus récent. Il
fut démontré, dans le méme systéme cellulaire (CHO/IR), que la surexpression de la
protéine p62dok inhibait I’activation de la voie Ras/MAPK aprés une stimulation a
I’insuline (Wick et al., 2001). Ce résultat est appuyé par une autre étude qui démontre que
la surexpression de la protéine p62dok inhibe la voie de signalisation Ras/MAPK dans
des cellules d’origine histologique variée, incluant les cellules de moglle osseuse, suite &
une activation des récepteurs de facteurs de croissance (Di Cristofano et al., 2001). Vuica

et al. se sont, quant a eux, penchés sur I’interaction de Csk et la protéine p62dok au
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niveau du lymphocyte B en observant I’effet de I’engagement du FCYRIIBI1, récepteur
qui inhibe la signalisation via le BCR (Vuica et al., 1997). I semble, selon ce systéme,
que le complexe Csk-p62dok fonctionne 4 titre de régulateur négatif de la signalisation
suite 4 I’engagement du récepteur a I’antigéne des cellules B. En plus de ce role de
régulateur de I’activation, la protéine p62dok pourrait également avoir un effet sur
I’assemblage du cytosquelette aprés une activation du BCR ou un pontage du récepteur
des cellules B et du récepteur FCYRIIB1. Ce serait la quantité de la protéine p62dok liée a
Csk ou 4 la protéine RasGAP qui affecterait le réarrangement du cytosquelette (Vuica et

al., 1997).

D’autre part, il fut démontré que la protéine p62dok supprime ’activation de la
voie des MAPK et qu’elle est indispensable pour réguler négativement la prolifération
cellulaire suite a I’activation du FcyRIIB. En effet, la prolifération cellulaire est
incontrdlée dans les souris déficientes pour I’expression de la protéine p62dok (p62dok-/-
) (Yamanashi et al., 2000). C’est également le cas suite a une activation des mastocytes,
des cellules de la moélle osseuse et des ﬁb;oblastes primaires d’embryons de souris par
des facteurs de croissance. L’inactivation de la protéine p62dok dans ces mémes cellules
résulte en une activation soutenue de la voie Ras/MAPK (Di Cristofano et al., 2001).
Toujours avec diverses lignées déficientes pour I’expression de la protéine p62dok, il fut
démontré que la protéine p62dok régulait négativement la voie impliquant
PDGFR/Ras/MAPK. Le recrutement de la protéine p62dok via son domaine PH a la
membrane a 1’aide de la PI3-K est nécessaire a cet effet inhibiteur. Cette inhibition ne
dépend pas du recrutement de la protéine RasGAP pas plus que du déplacement de la
protéine Nck contrairement  ce qui avait été suggéré par une autre équipe (Murakami et
al., 1999; Zhao et al., 2001). Il n’est par contre pas impossible que la protéine p62dok
interfére avec le recrutement d’un médiateur positif de la signalisation de la protéine Ras
comme Shc, par exemple. Toujours dans le méme sens, la surexpression de la protéine
p62dok inhibe 1’activité de la protéine Ras dans les cellules 293 (Yamanashi et al., 1997).
De plus, contrairement 3 ce qui avait été observé in vitro, soit que la protéine p62dok
augmentait la capacité transformante de la protéine p210bcr-abl, in vivo, I’absence de la

protéine p62dok résulte en une réduction de la période de latence de la leucémie
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chronique myéloide et donc, en une myéloprolifération fatale rapide. Cette observation
concorde bien avec un rdle de modulation négative de la prolifération cellulaire et ainsi,

indirectement dans I’oncogénése (Kashige et al., 2000; Di Cristofano et al., 2001).

b) pS6dok

1l fut démontré que la protéine pS6dok diminue I’activation des voies de
signalisation initiées par la protéine Ras. En effet, suite  I’expression transitoire de la
protéine p56dok dans les cellules A.E7, il est possible d’observer une diminution de
I’activation des MAPK. Une réduction importante de I’expression du facteur de
transcription AP-1, ce facteur de transcription fait partie du complexe de transcription du
géne de I’IL-2, est alors observable (Nelms et al., 1998). Le méme phénoméne se répéte
dans les cellules 32D cotransfectées avec la protéine p56dok et le récepteur a I'IL-2
lorsque la voie des MAPK est directement activée par I’'I[L-2 ainsi que dans les cellules
Cos-1 exprimant la protéine p5S6dok aprés une stimulation & ’EGF (Nelms et al., 1998;
Jones et Dumont, 1999). Chez cette derniére lignée, une association & la protéine
RasGAP ne semble pas nécessaire pour réguler négativement la phosphorylation de la
MAPK ERK-2. Seul le recrutement de la protéine pS6dok au récepteur a I’EGF parait
suffisant (Jones et Dumont, 1999). 11 fut dénoté par un autre groupe que la surexpression
de la protéine p56dok diminuait sévérement la phosphorylation sur les résidus tyrosine de
la protéine Shc et en accord avec cette observation, son association a la protéine Grb2
ainsi que la phosphorylation des MAPK ERK (Suzu et al., 2000). Ces résultats vont dans
le méme sens que les résultats précédents de Tamir et al. sur la protéine p62dok (Tamir et
al., 2000). Pour en revenir a la protéine Shc, il se pourrait qu’elle soit le lien entre les
kinases de la famille Src et la voie Ras’/MAPK puisque la protéine Shc participe a la
cascade de signalisation des kinases la famille Src en formant des complexes avec ces
kinases. Tel que mentionné précédemment, il fut remarqué qu’en présence de la protéine
p56dok, il y avait une diminution de la phosphorylation sur les résidus tyrosine de Shec.
Ce phénoméne suggére qu’il y a une compétition entre la protéine p56dok et la protéine
She pour les kinases de la famille Src. Ceci pourrait expliquer I’inhibition de la voie de

signalisation des kinases Src observée en absence de Shc (Suzu et al, 2000). Plus
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récemment, il fut démontré que le recrutement de la protéine p56dok régulait de fagon
négative I’activité transformante de Neu/ErbB-2, qui posséde un role dans le cancer du
sein et des ovaires, en se liant a un de ses sites d’autophosphorylation (Dankort et al.,
2001).

¢) Dok-3

En ce qui concerne la protéine Dok-3, le fait de recruter deux molécules
inhibitrices de la signalisation, SHIP et Csk, indiquerait que la protéine est possiblement
un régulateur négatif de la signalisation (Lemay et al., 2000). En effet, les impacts de la
surexpression de la protéine Dok-3 sont les suivants : une réduction de la production
d’IL-2 de méme qu’une inhibition d’activation du facteur de transcription NF-AT chez
les cellules activées suite a une stimulation initiée par le BCR (Lemay et al., 2000). Dans
ce systeme, I’absence d’effet de la surexpression de la protéine Dok-3 sur I’activation des
MAPK et la mobilisation du calcium semble indiquer que la protéine agit en aval de ces
voies de signalisation. Cependant, contrairement a ce qui a été mentionné par Lemay et
al., la surexpression de la protéine Dok-3 fut démontrée, dans les cellules NIH 3T3,
comme inhibant fortement I’activation des MAPK suite a une phosphorylation par v-Abl
et cette inhibition nécessite la présence du domaine PTB de la protéine Dok-3 (Cong et
al., 1999). De plus, la surexpression de la protéine Dok-3 dans ces mémes cellules inhibe

de fagon importante 1’activité transformante de v-Abl (Cong et al., 1999).

d) Dok-4 et Dok-5

En ce qui concerne les protéines Dok-4 et Dok-5, il s’agirait d’un réle de
régulateur positif de la croissance, axonale du moins, puisqu’il y a activation de la voie
des MAPK ERK1/2 et transactivation du géne rapporteur Elk-1 lorsqu’ils sont fusionnés
au RTK c-Ret (Grimm et al., 2001). Il semble donc que ces deux membres de la famille
Dok empruntent des voies de signalisation différentes des autres membres et donc,
I’hypothése des deux sous-familles de récepteurs de la famille Dok permettant des

fonctions de signalisation opposées devient trés intéressante (Grimm et al., 2001).
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2) Lymphocytes T
a) p62dok régulateur négatif

Dans les lymphocytes T, un effet de modulateur négatif est également observé. 11
fut démontré, dans les cellules Jurkat, que la surexpression de la protéine p62dok inhibait
la phosphorylation de la PLCy-1, inhibait la mobilisation de calcium intracellulaire ainsi
que I’activation des MAPK ERK1/2 aprés I’activation du récepteur CD2. Ces événements
ne sont pas observés suite a une stimulation du complexe TCR/CD3 ce qui fait de la
protéine p62dok un effecteur négatif de la signalisation spécifique au récepteur CD2
(Némorin et al., 2001).

Puisque la PLCy-1 contrdle la production d’IP; et que I'IPs régule a son tour la
mobilisation de calcium intracellulaire, il n’est pas surprenant de remarquer que si la
protéine p62dok inhibe la phosphorylation de la PLCy-1, une inhibition de la mobilisation
de calcium intracellulaire suivra (Crabtree, 1999; Némorin et al., 2001). Toutefois, il est
possible que I’inhibition de la mobilisation de calcium intracellulaire par la protéine
p62dok se produise en aval de la PLCy. D’autres protéines qui viendraient inhiber ou
interférer avec une des protéines impliquées dans cette cascade menant a la mobilisation
de calcium pourraient également produire cet effet. En ce qui concerne I’inhibition
d’activation de ERK1/2 par la protéine p62dok, elle pourrait aussi étre secondaire a
I’inhibition de la PLCy-1. En effet, une inhibition de la PLCy-1 engendrerait une
diminution de la production de DAG. Le DAG ne pourrait plus activer la PKC qui alors
ne permettrait plus la stimulation des MAPK ERK1/2 via la voie Ras/Raf (Cantrell,
1996). Cette supposition semble confirmer le role de la PKC dans ce systéme d’inhibition
car il est possible d’observer une restauration de I’activation ERK1/2 et de la sécrétion
d’IL-2 suite 4 une stimulation via le récepteur CD2 aprés une stimulation avec le PMA
(Némorin et al., 2001). L’implication de la PKC dans la régulation des MAPK ERK1 /2
suite 4 une stimulation du récepteur CD2 n’a cependant pas été étudiée ainsi, elle n’est
que spéculative car la protéine p62dok pourrait agir en amont de la PKC mais aussi de
maniére indépendante de la PKC (Izquierdo Pastor et al., 1995). Il n’est pas surprenant
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d’observer une diminution de I’activation du site NF-AT puisqu’il s’agit d’une
répercussion directe d’une inhibition dans I’activation des MAPK ERK (Hardy et al,
1997). Une inhibition de I’activation du site NF-AT est produite a la fois suite a une
stimulation du récepteur CD2 ou a une stimulation du complexe TCR/CD3 dans les
cellules qui surexpriment la protéine p62dok (Némorin et al., 2001). Puisque dans le
contexte d’une surexpression de la protéine p62dok les MAPK ERK ne sont pas affectées
suite & une stimulation du complexe TCR/CD3, d’autres voies impliquées dans la

régulation du site NF-AT, tel que la voie Rac, doivent étre affectées (Innocenti et al.,
2002).

La protéine RasGAP serait aussi une bonne candidate pour créer I’inhibition de
’activation des MAPK ERK1/2 car la protéine RasGAP est spécifiquement recrutée a la
membrane suite 4 une stimulation du récepteur CD2 ou elle se retrouve a proximité de
Ras-GTP (Harriague et al.,, 2000; Némorin et al., 2001). La protéine Crk est également
une protéine candidate a considérer puisque via les GTPases C3G et Rapl, elle est un
antagoniste de la protéine Ras et donc un régulateur négatif de la protéine Ras (Gotoh et

al., 1995; Martelli et al., 2001).
b) p56dok régulateur négatif

En ce qui concerne la protéine p56dok, les travaux démontrent qu’il s’agit d’un
régulateur négatif de la prolifération des cellules T de souris et des cellules leucémiques
myéloides de souris suite 4 une stimulation a I’aide des cytokines IL-2, -3 et -4, M-CSF
et granulocyte~CSF (Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998; Suzu et al., 2000;
Zhao et al., 2001). La réponse des cellules T suite & une stimulation du complexe
TCR/CD3 et & une stimulation via les cytokines fut évaluée. Il fut démontré que les
cellules T des souris déficientes dans I’expression de la protéine p56dok (p56dok-/-),
répondaient mieux aux stimulations via le complexe TCR/CD3 et les récepteurs aux
cytokines (IL-2 et IL-4) que les souris de phénotype sauvage. Contrairement a ce résultat,
la prolifération des cellules B spléniques est semblable chez les deux types de souris.

Cette derniére observation est logique avec 1’absence d’expression de la protéine p5S6dok
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dans les cellules B contrairement aux cellules T. Ainsi, la protéine pS6dok agirait a titre

de régulateur négatif de la prolifération des cellules T (Nelms et al., 1998).

Aussi, il semblerait que la protéine p56dok soit régulée de fagon similaire a la
protéine p62dok puisqu’une stimulation via le récepteur CD2 en permet la
phosphorylation contrairement a une stimulation via le complexe TCR/CD3 (Némorin et
al., 2001). Cependant, méme si le complexe TCR/CD3 n’est pas impliqué directement
dans la phosphorylation sur les résidus tyrosine de la protéine p62dok, la coopération
entre le récepteur CD2 et le complexe TCR/CD3 chez la cellule T est importante pour la
phosphorylation. En effet, l'engagement du complexe TCR/CD3 préalablement a la
stimulation du récepteur CD2 augmente la phosphorylation sur les résidus tyrosine de la
protéine p62dok sans amplifier I’activité des PTK (Luton et al., 1997; Harriague et al.,
2000). La protéine pS6dok, comme la protéine p62dok, pourrait donc étre impliquée dans

la régulation du processus d’activation des cellules T.
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Lignées cellulaires et anticorps

Les cellules Jurkat, le clone 77-6 #1 (O. Acuto, Institut Pasteur, Paris, France),
furent mises en culture dans un milieu RPMI-1640 (Gibco BRL, Burlington, ON)
enrichies avec 10 % de sérum de veau fétal (Sigma), 2mM d’une solution de L-
glutamine, pénicilline et streptomycine (Gibco BRL). 1 pg/ml de puromycine (Sigma) fut
ajouté au milieu lorsque c’était nécessaire. Les conditions de croissances sont de 37°C a

5% CO,.

Les anticorps utilisés sont les suivants: anti-CD3e humain UCHT1 (1gG2a,
gracieusement fourni par le Dr. A. Alcover, Institut Pasteur, France); la combinaison anti-
CD2 humain T11-2 et T11-3 (gracieusement fourni par le Dr. E. Reinherz, Harvard
Medical School, Boston, MA); anti-phosphotyrosine 4G10 (Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY). Les anticorps utilisés inclus : anti-p56dok CTer dirigé contre le domaine C-
terminal de la protéine p56dok (produit en immunisant des lapins avec une protéine de
fusion GST portant les résidus 757-1239); anti-p56dok PTB dirigé contre le domaine
PTB de la protéine p56dok (produit en immunisant des lapins avec une protéine de fusion
GST portant les résidus 433-756); anti-p62dok CTer dirigé contre le domaine C-terminal
de la protéine p62dok (produit en immunisant des lapins avec une protéine de fusion GST
portant les résidus 454-777); anti-p62dok PTB dirigé contre le domaine PTB de la
protéine p62dok (produit en immunisant des lapins avec une protéine de fusion GST
portant les résidus 778-1447); anti-p62dok dirigé contre les acides aminés des résidus
425-439 de la protéine p62dok (gracieusement fourni par le Dr. B. Stillman, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY); anti-ERK1/2 spécifique pour les formes
phosphorylées de ERK1/2 (Promega, Madison, WI); anti-ERK1/2 total (New England
Biolabs Inc., Beverly, MA); anti-Ick (gracieusement fourni par le Dr. A. Veillette,
Université McGill, Montréal, Canada); anti-HA (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Allemagne); anti-CD2 humain HB222 (ATCC, Manassas, VA); anti-CD3 humain OKT3
(ATCC); anti-Fab’2-FITC (ICN Biomedicals Inc, Aurora, OH); anti-lapin peroxydase

(Amersham International, Buckinghamshire, UK); anti-souris peroxydase (Jackson
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ImmunoResearch Inc., Westgrove, PA); complexe streptavividine-biotine peroxydase
(Amersham International, Buckinghamshire, UK)
Constructions d’ADN

Protéines de fusion GST

L’ARN de trois a cinq millions de cellules de la lignée Jurkat J.77-6 clone #1 fut
employé pour amplifier la section C-Terminale de la protéine p56dok humaine.
L’extraction d’ ARN fut effectuée selon le protocole suivant. Les cellules sont récupérées
dans un eppendorf stérile et centrifugées (1200 rpm/S min./TP). Le surnageant est retiré
et 1ml de RNAzol (Tel-Test Inc, Friendswood, TX) est ajouté aux cellules sur la glace.
Le contenu du tube est ensuite passé quelquefois a travers une aiguille 18 et transféré
dans un eppendorf stérile déja sur la glace. 0,1 ml de chloroforme est alors ajouté et
resuspendu pour 15 4 20 sec. Suite a une incubation de 5 min. sur la glace, centrifuger &
vitesse maximum pour 15 min. a 4°C. La phase supérieure est ensuite transférée dans un
nouveau tube et un volume égal d’isopropanol DEPC (40ul EDTA 1 mM ARN pH?7,8)
est ajouté. Le tout est placé pour une heure a -20°C et centrifugé a nouveau a vitesse
maximale pour 15 min. a 4°C. Le culot est rincé a 1’éthanol avec 75 % de DEPC et
centrifugé 4-5 min. a 4°C vitesse maximale. Le culot est séché brievement a I’air et
resuspendu dans 50 ul d’eau + DEPC. La réaction de transcription inverse est ensuite
effectuée selon le protocole suivant : Il faut utiliser 5 pg d’ ARN total dans un volume de
13 pi d’H,O-DEPC auquel il faut ajouter 1 pl d’oligo-dT (0,5 pg/ul). 11 faut par la suite
incuber a 70°C pour une période de 10 min. Il faut ensuite transférer le tout sur la glace
pour 1 min. et il y sera ajouté un mélange de 2 pl de tampon de synthése 10X, de 1 pl de
dNTP 10 mM, de 2 pl de DTT 0,1 M et de 1 pl de transcriptase inverse. Ensuite, le
mélange est incubé a température ambiante pour 10 min et il est placé a 42°C pour 50
min. La réaction est terminée a4 70°C pour 15 min. et il faut déposer le tube sur la glace.
Le tube est alors centrifugé pendant quelques secondes avant d’y ajouter 1 pul de Rnase H

et il sera incubé 20 min a température ambiante.
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PCR

En ce qui concerne la section PTB de la protéine pS6dok humaine, la construction
pCMV5-HAp56dok (gracieusement fourni par le Dr. Marilyn Resh, Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center, New York, NY) fut séquencée et utilisée tandis que pour les
domaines PTB et C-Terminal de la protéine p62dok humaine, la maxiprep (QIAGEN,
Mississauga, Ontario) IAF32 p62dok SRa fut employée. L’amplification par réaction de
polymérisation en chaine (PCR) fut réalisée en utilisant la Taq polymérase (Amersham
Pharmacia) pour la section pS6dok CTER et la polymérase VENT (New England Biolabs
Inc.) pour tous les autres PCR. Les désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP)
employés proviennent de chez Amersham Pharmacia et les paires d’amorces utilisées
furent produites au laboratoire du Dr. Frangois Shareck (INRS-IAF, Laval, Québec) :
p56dok CTER en 5°, 5-CGGGATCCCCCCAACCGCAGCCA et en 3°, 5’-TTTCCGG
GTTTCACTCTTAAGGC; p56dok PTB en 5°, $’-CGGGATCCGTCGGCCCCACAAG
G et en 3°, 5’-CGACGTGGGCGAT GTGCTTAAGGC; p62dok CTER en 5’, 5°-CGAG
ATCTCAGGGGCACGATGTT et en 3’, 5-CTCCCGAGATGGACTCTTAAGGC,
p62dok PTB en 5°, CGGGATCCGGATCCCAATTCTGG et en 3°, 5°-GTCCCTTTCCG
GCCTGCTTAAGGC, avec le protocole d’amplification suivant : 1) 5 min. 4 95°C, 2) 1
min. 4 95°C, 3) 1 min. a 50°C, 4) 1 min. & 72°C, 5) étapes 2 & 4 : 29 fois, 6) 10 min. &
72°C, 7) 4°C pour un minimum de 30 min. dans un appareil 4 PCR PTC-100
Programmable thermal controller (MJ Research Inc.). La polymérase fut inactivée par
phénol/chloroforme (référence Maniatis E3). L’extraction d’ADN fut réalisée avec la
trousse d’extraction d’ADN de gel d’agarose de QIAGEN selon le protocole fourni. Le
sous clonage fut effectué dans le site EcoR1/BamH]1 (enzymes New England Biolabs
Inc.) de pGEX-2TK (Amersham Pharmacia) par ligation avec les réactifs de I’ensemble
de ligation rapide d’ADN (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) selon leurs
recommandations. Les bactéries compétentes DH5a™ (Gibco BRL) furent employées,
tel qu’indiqué, pour la transformation et le protocole du Maniatis (référence 1.29) fut

utilisé pour la réalisation des minipreps.
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Mutants HAp56dok

A partir d’une digestion EcoR1/BamH1 du plasmide pCMVS5-HAp56dok,
HAp56dok fut sous cloné dans pUC18. C’est par mutagénése dirigée que les mutations
des résidus tyrosine en résidus phénylalanine furent introduites dans I’ADN de la protéine
p56dok par la technique d’extension par chevauchement réalisée par PCR. Ainsi,
’extension s’effectue en deux étapes sur ’ADN d’une miniprep Maniatis pUC18-
HAp56dok. Premiérement dans des tubes indépendants, les paires d’amorces suivantes
sont employées : 1 tube en 5°, de p56dok CTER 5 et en 3°, 5>-GGGCACGGCAAACT
CCCCCT:; 2° tube en 5°, 5’-AGGGGAGTTTGCCGTGCCC et en 3’, I’amorce 3’ de la
section p56dok CTER sont utilisées pour muter la tyrosine 299 de la protéine p56dok.
Les produits de PCR obtenus sont ensuite déposés sur gel pour étre purifiés. Ces ADN
purifiés seront par la suite combinés et amplifiés avec une autre paire d’amorces soit la
paire utilisée pour amplifier la portion C-Terminale de la protéine pS6dok. Le méme
processus fut employé pour les tyrosines 330 et 402 cependant, la premiére série
d’amorce est différente. Pour la tyrosine 330, les paires d’amorces suivantes furent
utilisées : 1 tube en 5’ de la section p5S6dok CTER 5’ et en 3°, 5’-CAATGCTGTCGAA
CAGAGGGTC; 2° tube en 5°, 5°-GA CCCTCTGTTCGACAGCATTG et en 3’, ’amorce
3’ de la section pS6dok CTER. Pour la tyrosine 402 ce fut les paires d’amorces
suivantes : 1 tube en 5° de la section p56dok CTER et en 3°, 5’~ACAACATTGTCAA
ACTCAGTTCC; 2° tube en 5°, 5’-~GGAACTGAGTTTGACAATGT et en 3’°, I’'amorce 3’
de la section p56dok CTER. Pour la tyrosine 271, un PCR standard est réalisé avec les
amorces en 5’, de la section p56dok PTB et en 3°, 5’-CATGCGGCCGAGAGAAGGGG
CTA. Les nouvelles amorces furent produites par Alpha DNA (Montréal, QC). Ces
nouvelles séquences mutantes furent sous clonées dans pUC18-HApS6dok de la fagon
suivante : pour la tyrosine 271, le sous clonage dans pUC18-HApS6dok fut réalisé dans
le site Bglll/Eagl et pour la tyrosine 402, le sous clonage dans ce méme plasmide fut

réalisée dans le site BamH1/Eagl. Les deux autres résidus tyrosine ne sont pas mutés a ce

jour.
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Les deux constructions furent vérifiées par séquengage avant d’étre sous clonées

dans le vecteur de transfection.

Transfections

Le plasmide pSRo-HAp56dok fut généré  partir du plasmide CMV5-HAp56dok.
Le fragment HAp56dok inséré dans le plasmide CMV5 étant flanqué de deux sites de
restriction, soit les sites EcoR1 et BamH], il ne suffisait que de sous cloner aux sites
EcoR1/BamH]1 dans le plasmide PSRa puromycine (O. Acuto). En ce qui concerne les
plasmides pSRa-HApS56dok YF271 et pSRa-HApS6dok YF402, c’est par le sous
clonage de HAp56dok YF271 et de HApS6dok YF402 dans le méme site EcoR1/BamH]

qu’ils furent introduits dans le plasmide PSRa puromycine.

La lignée cellulaire Jurkat J.77-6 fut ensuite transfectée de fagon stable avec 20
pg d’ADN d’une maxiprep QIAGEN de PSRa-HAp56dok, de pSRa-HAp56dok YF271
ou de pSRa-HAp56dok YF402 par électroporation & I’aide d’un Gene Pulser (Bio-Rad,
Hercules, CA) dont les réglages étaient de 250 mv ainsi que 960 microfarads. Les clones
étant en mesure de résister 4 la puromycine furent clonés par dilution limite en plateau de
96 puits en utilisant un milieu contenant de la puromycine comme agent de sélection. Le
niveau d’expression de la protéine pS6dok fut par la suite évalué sur des extraits
cellulaires traités par immunobuvardage de type Western avec un anticorps dirigé contre
la portion C-terminale de la protéine p56dok 4 une concentration de 2 pg/ml dans une
solution de 5 % BSA dans du TBS-Tween 20 (1/1000) + 1/200 sodium azide 10 %.
Toutes les solutions d’anticorps employées en immunobuvardage fiirent reconstituées

dans cette méme solution.

Cytofluorométrie

Cent mille 4 un million de cellules sont récoltées et centrifugées (1200 rpm/5
min./4°C). Le surnageant est ensuite décanté et 150 pl du 17 Ac anti-CD2 (HB222
environ 5 pug/ml) ou anti-CD3 (OKT3 environ 5 pg/mi) dilué dans du milieu FACS (1%
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FCS, une dilution 1/200 d’une solution d’azide 4 10 % et PBS pH?7,4) fut ajouté pour une
période de 30 min a 4°C. Les cellules sont lavées avec 3 ml de milieu FACS et
centrifugées (1200 rpm/5 min/4°C). Le surnageant est décanté et 150 pl du 2° anticorps
Fab’2-FITC souris (concentration (1/150)) dilué dans du milieu FACS est ensuite ajouté
pour 30 min a 4°C. Les cellules sont lavées avec 3 ml de milieu FACS, centrifugées
(1200 rpm/5 min/4°C) et suspendues dans 500 pl de milieu FACS. L’acquisition des
données est effectuée sur un cytométre en flux (Coulter Electronics EPICS XL, Hialeah,

FL).
Production des protéines de fusion solubles

Une colonie des différents transformants & induire est cultivée O/N & 37°C.
Récolter ensuite 1/10 de la culture O/N et suspendre dans 10 ml de milieu LB +
ampicilline 100 pg/ml (Sigma, St-Louis, Missouri). A D.O. s’approchant de 1,0,
récupérer 500 ul de chaque culture (garder & 4°C) et ajouter 'IPTG (0,1 mM d’IPTG
Gibco BRL) au reste de la culture pour ’induction 2h & 37°C. Lorsque I'induction est
terminée, centrifuger 4 3000 rpm durant 10 min. a 4°C. Retirer le surnageant et ajouter 1
ml de PBS froid pour dissoudre le culot. késerver un aliquot de 10 pul de cette suspension
comme contrdle (garder a 4°C). 100 pl d’une solution de lysozyme 100 pg/ml est ensuite
ajouté au surnageant (Sigma) 30 min. avant de soniquer. La sonication s’effectue 3 x 15
sec 4 intensité 2 (max. 3). Centrifuger & 4°C durant 5 min 4 12000 rpm et réserver un
aliquot de 10 pl du surnageant comme contrdle (garder & 4°C) lorsque la sonication est
terminée. Retirer le surnageant restant pour le déposer sur 50 pl de billes glutathion-
sépharose (Amersham Pharmacia) préalablement nettoyées deux fois au PBS froid. Le
surnageant doit étre homogénéisé avec les billes et agité par rotation 1h a 4°C.
Centrifuger quelques secondes & température de la piéce et récupérer un aliquot de 10 pl
de surnageant comme contrdle (garder a 4°C). Le reste du surnageant est retiré par
aspiration et les billes de glutathion-sépharose doivent étre lavées quatre fois a I’aide de
PBS 1x. Ajouter 100 ul d’une solution de 20 mM glutathion (6 mg/ml), 100 mM NaCl et
100 mM Tris pH 8, les billes sont resuspendues et agitées par rotation 10 min a 4°C.
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Centrifuger quelques secondes a température de la piéce et reproduire cette €lution une
seconde fois. 10 pl de I’éluat est prélevé a cette étape comme contrdle (garder a 4°C).
Suspendre le culot dans 1 ml de PBS froid et un aliquot de 10 pl est récupéré comme
contrdle final. 1l faut garder ce qu’il reste au congélateur a -20°C. Les aliquots sont
ensuite traités comme suit : Centrifuger 1 min a 4°C 10000 rpm. Retirer le surnageant et
ajouter 100 pl de Tris 50 mM pH 7.5. Centrifuger 1 min et retirer le surnageant. 10 pl de
LB2x + DTT (DTT ICN Biomedicals Inc.) sont ensuite ajoutés (sauf pour aliquot de 500
ul, ajouter 25 pl de Tris 50 mM + 25 pl de LB2x + DTT). Lorsqu’il s’agit d’un aliquot de
surnageant, ajouter 10 ul de LB2x + DTT sans centrifuger. 10 pl de chacun de ces
aliquots seront finalement déposés sur un gel de polyacrylamide 10 % et colorés au Bleu

2™ (' Helixx Technologies

de Coomassie. 10 pl de marqueur de masse moléculaire Mark1
Inc., Scarborough, ON) furent également déposés. Lorsque la solubilité des protéines de
fusion fut vérifiée, ce protocole fut réalisé a plus grande échelle dans 500 ml de milieu de

culture LB + ampicilline 100 pg/ml.

Pour obtenir les protéines de fusion dont le domaine C-Terminal était
phosphorylé, des bactéries Epicurian coli TKX1 (Stratagene, La Jolla, CA) furent
transformées. Les bactéries Epicurian coli TKX1 porte un plasmide qui code pour le géne
inductible de la tyrosine kinase. Cette souche de bactérie peut étre transformée avec un
plasmide contenant I’ADN d’une séquence qui code pour un domaine cible de
phosphorylation. Ce domaine phosphorylé peut ensuite étre utilisé pour révéler des
interactions avec des protéines qui cible des protéines phosphorylées sur des résidus
tyrosine. 0,5 pl d’ADN des minipreps des constructions portant le domaine C-terminal
non phosphorylé furent employés et le protocole de transformation du manufacturier fut
réalisé. Une colonie fraichement étalée est ensuite inoculée dans 50 ml de milieu 2x YTG
contenant 100 pg/ml d’ampicilline, 12,5 pg/ml de tétracycline (Sigma) et 50 pg/ml de
kanamycine (Sigma) et incubé pour la nuit & 37°C avec agitation. La culture fut diluée
1:20 dans 550 mil de nouveau milieu 2x YTG contenant 100 pg/ml d’ampicilline et 12,5
pg/ml de tétracycline et la culture fut mise a 37°C avec une agitation jusqu’a ce qu’une

D.O. a 600 nm de 1,0 soit obtenue. I est alors possible de réaliser 1’induction avec 0,1
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mM d’IPTG pour une période d’environ 2 heures a 30°C jusqu’a I’obtention d’une D.O.
600 nm maximale (autour de 2,5). 1l faut alors centrifuger (5000 rpm/10 min./4°C) et
resuspendre chaque culot dans 500 ml de milieu d’induction TK (consulter le protocole
pour la composition du milieu). L’incubation de 45 min a 30°C pour alors débuter et
lorsqu’elle est terminée, il faut centrifuger le tout (5000 rpm/10 min/4°C). Les culots
seront par la suite suspendus dans 10 ml de PBS + NaVO, 1 M (1/1000) pour chaque
volume de 500 ml de milieu TK. Pour la sonication et la suite, il faut employer le méme
protocole que pour les bactéries standards. Ce protocole fut également réalisé

préalablement a petite échelle pour vérifier la solubilité des protéines phosphorylées.

Immunisation des lapins avec les protéines de fusion

Une fois les protéines de fusion solubilisées, elles furent changées de tampon par
dialyse dans du PBS 1x pH 7.4 et utilisées, entre autres, pour immuniser des lapins. 100
pg de protéine de fusion furent injectés, par dose, aux lapins selon le protocole
d’immunisation recommandé par le Centre de Biologie Expérimentale (INRS-Institut
Armand-Frappier, Laval, QC).

Couplage covalent des protéines de fusion GST aux constructions portant les
domaines PTB et CTER

Les billes employées sont les billes Sépharose 4B activées par CNBr (Amersham
Pharmacia) et le protocole employé est celui recommandé par la compagnie. Toutes les
constructions de protéines de fusion GST furent employées individuellement pour la
réalisation de colonnes d’affinité. Les protéines solubilisées purifiées étaient, lors du
couplage, dans un tampon PBS 1x pH7.4. Ainsi, il devenait possible de purifier
indépendamment chacun des sérums produit a partir de ces protéines chez les lapins
immunisés afin d’obtenir des anticorps spécifiques contre les portions ciblées par les
protéines de fusion. Ces protéines de fusion, couplées covalemment, furent également

testées, a titre de matrice d’affinité, dans la réalisation des essais de liaison in vitro.
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Purification des anticorps

Les anticorps étaient tout d’abord purifiés sur une colonne d’affinité de protéines
reconnaissant la GST pour éliminer la reconnaissance non spécifique envers ces protéines
pour par la suite étre purifiés une seconde fois sur une colonne d’affinité spécifique pour
les anticorps réalisés. Le protocole consistait alors a diluer 10 ml de sérum contenant la
protéine a purifier dans une solution de PBS 1x pH 7.4 dans un rapport 1/10. Par la suite,
cette solution devait passer a un rythme de 1 ml par minute sur la premiére colonne
d’affinité (protéine GST) a 2 reprises. La solution ainsi obtenue se retrouvait donc
exempte de protéines réagissant contre la GST. Par la suite, cette solution était déposée
sur une colonne d’affinité spécifique pour chacun des anticorps produit. Cette solution
devait passer & un rythme de 1 ml par minute sur cette deuxiéme colonne d’affinité
(protéine GST couplée covalemment au domaine PTB ou au domaine C-terminal de la
protéine p56dok ou de la protéine p62dok) a 2 reprises. L’anticorps se retrouvait ainsi lié,
dans la colonne, a la protéine contre laquelle il avait été produit. Pour I’obtenir, il ne

suffisait que d’éluer le tout.

Immunoprécipitation et immunobuvardage de type Western

Les cellules sont lavées deux fois dans du RPMI 1640 et suspendues a vingt-cing
millions de cellules/ml dans du RPMI 1640. Les cellules sont ensuite laissées a 37°C sans
stimulation ou stimulées avec un Ac anti-CD3e (UCHT], dilution 1/500 de I’ascite) ou
avec la paire d’Ac anti-CD2 (T11-2 et T11-3, dilution 1/1000 de chacun des ascites) pour
différents temps (voir figures). Les cellules seront, aprés ces activations, récoltées et
solubilisées a 4°C pour 30 min. dans une solution de Nonidet NP-40 1 % contenant 20
mM de Tris-HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 mM de MgCl,, 1 mM d’EGTA tout cela en
présence d’inhibiteurs des protéases et des phosphatases suivants : 10 pg/ml d’aprotinine
(Boehringer Mannheim), 10 pg/ml de leupeptine (Boehringer Mannheim), 1 mM de
Pefabloc SC (AEBSF) (Boehringer Mannheim), 50 mM de NaF, 10 mM de NasP207 et 1
mM de NaVO;. Les billes de protéines A (Repligen, Needham, MA) ou de protéines G
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(Amersham Pharmacia) sont nettoyées a deux reprises avec du Nonidet P40 1 % sans

ajout.

Pour chacune des immunoprécipitations, donc chaque condition, 10 pl de billes
sont nécessaires. La méme quantité de billes que dans I’immunoprécipitation est utilisée
pour un nettoyage, c’est-a-dire qu’on utilise les méme Dbilles que pour
’immunoprécipitation (protéine A ou G) pour retirer toutes les protéines qui pourraient
étre non spécifiques 4 I’anticorps par leur association 4 la protéine employée pour
I’'immunoprécipitation. Le lysat cellulaire est donc tout d’abord déposé sur les billes de
nettoyage et agité par rotation a 4°C pour 1h30. Pendant cette méme période, les billes
d’immunoprécipitation seront incubées a 4°C pour 1h30 avec I’anticorps choisi a une
concentration prédéfinie. Les billes d’immunoprécipitation sont ensuite lavées deux fois
au Nonidet P40 1 % par centrifugation 4 température de la piéce pour 3-4 sec. Le lysat
cellulaire est également retiré des billes de nettoyage, récolté et transféré sur les billes
d’immunoprécipitation préalablement aliquotées pour chacune des conditions.
L’immunoprécipitation avec les anticorps choisis s’effectue a partir de cette étape a 4°C
pour 1h30 par rotation. A la fin de cette période, les billes sont lavées & 2 reprises avec du
Nonidet P40 1 % et a deux reprises avec du Nonidet P40 0,1 %. 20 pul d’une solution de
LB 2x + DTT sont ensuite ajoutés et les échantillons sont bouillis pour 5 min.. Ils sont

ensuite préts a étre déposés sur gel.

1l faut déposer une partie des échantillons dans chacun des puits du gel et faire
migrer les protéines, a 96 volts dans le gel de compactage et 4 137 volts dans le gel de
séparation (8 % polyacrylamide Maniatis 18.42), dans un tampon de migration placé a
Iintérieur de ’appareil d’électrophorése Miniprotean II Cell (Bio Rad, Hercules, CA).
Les protéines qui ont migrées dans le gel seront ensuite transférées sur une membrane de
nitrocellulose Hybond™ECL™ (Amersham Pharmacia biotech) 4 1’aide d’un appareil de
transfert permettant un transfert semi sec 4 ’aide de ’un ou I’autre des appareils suivant :
1 appareil : Tyler Research Instrument dont on maintien 1’ampérage entre 4 mAmp et 10
mAmp pour 60 min ; 2° appareil : Transblot SD Bio Rad dont on maintien le voltage

oscille autour de 10 volts (entre 4 et 6 mAmp) pour 30 min. Une fois le transfert terminé,
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le blocage des sites non spécifiques, sur la membrane de nitrocellulose, est effectué toute
la nuit & 4°C avec agitation dans une solution de TBS avec Tween 20 1 % (Sigma) +5 %
BSA (méme solution utilisée pour préparer les anticorps employés pour
I’immunobuvardage). Il est par la suite possible de révéler les interactions par

immunobuvardage a I’aide d’anticorps spécifiques.

Pour détecter les anticorps biotinylés, les protéines de la membrane furent

marquées avec une dilution de 1/1500 du complexe streptavidine biotinylé peroxydase

(Amersham).
Essais de liaison in vitro

Les cellules sont comptées et préparées de la méme fagon que si on effectuait une
immunoprécipitation. Les billes employées pour I’essai de liaison sont des billes de
glutathion—sépharose qui sont également nettoyées a deux reprises avec du Nonidet P40
1%. Pour chaque essai de liaison, donc chaque condition, 10 pl de billes sont nécessaires.
La méme quantité de billes glutathion-sépharose est utilisée pour le nettoyage de chaque
condition, c’est-a-dire qu’a cette étape, toutes les protéines qui pourraient réagir avec les
billes de glutathion-sépharose seront retirées. Le lysat cellulaire est donc tout d’abord
déposé sur les billes de nettoyage et agité par rotation a 4°C pour 1h30. Pendant cette
méme période, d’autres billes de glutathion-sépharose seront incubées & 4°C pour 1h30
avec le lysat bactérien, contenant la protéine de fusion soluble, & tester pour I’essai
(protéine de fusion avec domaine PTB de la protéine p56dok, domaine PTB de la
protéine p62dok, domaine CTer, etc.). Entre 100 et 150 pl de lysat bactérien seront
utilisés par condition. Les billes portant les protéines de fusion sont ensuite lavées deux
fois au Nonidet P40 1 % par centrifugation a température de la piéce pour 3-4 sec. Le
lysat cellulaire est également récolté & partir des billes de nettoyage et transféré sur les
billes portant les protéines de fusion préalablement aliquotées pour chacune des
conditions. L’essai de liaison s’effectue alors & 4°C pour 1h30 par rotation et a la fin de
cette période les billes sont lavées & 2 reprises avec du Nonidet P40 1 % et a deux

reprises avec du Nonidet P40 0,1 %. 20 pl d’une solution de LB2x + DTT sont ajoutés et
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les échantillons sont bouillis pour 5 min. Ils sont ensuite préts a étre déposés sur geleta

étre transférés pour I’immunobuvardage.
Mesure de la concentration de calcium intracellulaire

Les cellules du clone 2 tester sont lavées deux fois avec du HBSS (Gibco BRL) et
incubées a dix millions de cellules/ml avec 3 UM d’Indo-1 (Molecular Probes) et 0,4
mg/ml de « Pluronic asd » F-127 (Molecular Probes) pour 25 min. & température de la
piéce. Les cellules sont ensuite lavées au HBSS et resuspendues dans ce méme milieu 4
une concentration de un million de cellules/ml pour Iactivation. Les cellules sont alors
stimulées avec un Ac anti-CD3e (UCHT], dilution 1/1000 de I’ascite) ou avec la paire
d’Ac anti-CD2 (T11-2 et T11-3, dilution 1/1000 de chacun des ascites) et la mobilisation
de calcium, par les différents clones suite & ces stimulations, sera analysce. Les études de
mobilisation du calcium intracellulaire sont effectuées i 1’aide d’un cytométre en flux, le

cytométre ELITE ASP (Coulter Electronics, Hialeah, FL).

Essais luciférase

Un million de cellules du clone Jurkat a tester furent transfectées de fagon
transitoire avec 2,5 pg de Luciférase NF-AT-firefly (gracieusement fourni par le Dr. O.
Acuto, Institut Pasteur, France) et 0,5 pg d’une construction de Luciférase TK-Renilla
(Promega, Madison, WI) en utilisant un essai de transfection Fugene (Roche Diagnostics,
Laval QC). Aprés 24h, trois cent mille cellules furent stimulées avec soit 1’anti-CD3
adhéré sur le plateau (UCHT1, dilution 1/100 de I’ascite dans du PBS) ou avec ’anti-
CD2 soluble (T11-2 et T11-3, dilution 1/1000 de chaque ascite) pour une période de 6h
dans un plateau de 24 puits & 37°C. La stimulation maximale fut obtenue en combinant
du PMA 10 ng/ml (Sigma) et de I'ionomycine 1 uM (Sigma). Les cellules sont enfin
lysées et testées pour leur activité luciférase en utilisant un systéme impliquant un double
reporteur luciférase (Promega, Madison, WI) et un luminometre (Berthold, LUMAT LB
9507). Les valeurs de luciférase NF-AT-firefly sont normalisées en se basant sur

I’activité luciférase constitutive de la Renilla.
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Essais IL-2

Cing cent mille cellules du clone Jurkat & tester furent stimulées avec un Ac anti-
CD3e adhéré en plateau (UCHT1, dilution 1/100 de I’ascite dans du PBS), avec la
combinaison d’Ac anti-CD2 soluble (T11-2 et T11-3, dilution 1/1000 de chaque ascite)
ou avec du PMA 10 ng/ml et de I’ionomycine 1 pM pour 20 heures en plateau de 96
puits. 50 pl de surnageant est prélevé et testé pour sa production d’IL-2 en utilisant une
lignée cellulaire dépendant de I'IL-2 pour sa croissance, la lignée cellulaire CTLL-2
(gracieusement fourni par le Dr. Claude Daniel, Institut Armand-Frappier, Laval QC). Le
protocole employé est celui proposé dans I’article Evavold et al., 1992. L’IL-2 employé
provient de la compagnie Roche. L’incorporation de *H (ICN Pharmaceutical, Irvine,

CA) fut évaluée a I’aide d’un compteur a scintillation (MicroBeta Trilux).
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La surexpression de la protéine pS6dok n’affecte pas la phosphorylation sur les
résidus tyrosine suite i une stimulation du récepteur CD2 ou du complexe

TCR/CD3

Puisque nous désirions connaitre I'importance de la protéine p56dok dans
I’activation des cellules T, nous avons construit un vecteur d’expression contenant une
version sauvage de la protéine p56dok et portant un épitope de reconnaissance HA, le
vecteur pSRa-HAp56dok. Nous avons ensuite transfecté de fagon stable ce vecteur dans
la lignée cellulaire Jurkat et nous avons procédé au criblage des clones. Les cellules
résistantes a la puromycine furent tout d’abord criblées par immunobuvardage de type
Western. Les cellules furent alors lysées afin d’obtenir les protéines solubles et un
immunobuvardage 4 1’aide d’un anticorps reconnaissant la portion C-terminale de la
protéine pS6dok fut réalisé. Des clones surexprimant la protéine p56dok,
comparativement aux cellules parentales J.77-6, furent ainsi retenus pour un second
criblage (figure 3). Par la suite, ces méme clones, retenus sur la base de la surexpression
de la protéine p56dok, furent criblés en cytométrie en flux pour leur expression a la
surface membranaire du récepteur CD2 et du complexe TCR/CD3 puisque nous activons
nos cellules via ces récepteurs. Les clones présentant un niveau comparable au type
parental de ces deux récepteurs & leur surface furent préservés pour des analyses
ultérieures (figure 4). Trois clones représentatifs (HAp56dok#37, HAp56dok#46 et
HAp56dok#27) furent ainsi gardés pour débuter les expériences.

Le premier paramétre vérifié fut la phosphorylation sur les résidus tyrosine des
protéines. Nous désirions savoir si la surexpression de la protéine p56dok pouvait altérer
le patron de phosphorylation sur les résidus tyrosine suite a I’engagement du récepteur
CD2 ou du complexe TCR/CD3. Des extraits de protéines totales solubles des différents
clones furent préparés aprés avoir stimulé ou non les cellules via le récepteur CD2 et le
complexe TCR/CD3 pour différents temps et déposés sur gel de polyacrylamide a 8%. Le

tout fut révélé en immunobuvardage de type Western 4 I’aide d’un anticorps anti-4G10



FIGURE 3: Niveaux de surexpression de la protéine p5S6dok pour différents clones

par comparaison au niveau d’expression endogéne

Des lysats cellulaires de la lignée cellulaire Jurkat J.77-6 parentale et de différents clones
surexprimant la protéine p56dok, avec un épitope de reconnaissance HA (HAp56dok#37,
HAp56dok#46 et HAp56dok#27) furent analysés en immunobuvardage de type Western.
L’immunobuvardage fut réalisé a ’aide d’un anticorps ciblant la portion C-terminale de

la protéine p56dok (anti-pS6dok CTer).
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FIGURE 4: Comparaison des niveaux d’expression des récepteurs de surface, le
récepteur CD2 et le complexe TCR/CD3, entre les cellules parentales et les clones

surexprimant la protéine pS6dok

Les cellules de la lignée parentale J.77-6 et des clones qui surexpriment la protéine
p56dok (HAp56dok#37, #46 et #27), furent marquées & ’aide d’un anticorps dirigé
contre le récepteur CD2 (HB222) ou d’un anticorps dirigé contre le complexe TCR/CD3
(OKT3). Ces anticorps sont couplés & un fluorochrome (FITC) pour la détection de ces

récepteurs de surface. L’analyse s’effectue par cytofluorométrie.
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ciblant directement les résidus tyrosine phosphorylés. La surexpression de la protéine
p56dok n’affecte pas, par comparaison au type parental, le patron de phosphorylation sur
les résidus tyrosine des protéines, et ce, peu importe le niveau de surexpression de la
protéine p56dok dans les cellules (figure 5). Cependant, il est possible d’observer, suite a
une activation du récepteur CD2, la phosphorylation plus importante d’une protéine de 56
kDa dans les clones HAp56dok#37 et HAp56dok#46 (figures 5A et 5B) qui surexpriment
la protéine p56dok ce qui n’est pas le cas pour le clone HAp56dok#27 (figure 5C).
Cependant, la faible surexpression de la protéine p56édok dans le clone HAp56dok#27
cause certainement cette absence de différence de phosphorylation sur les résidus
tyrosine de la protéine pS6dok lorsque comparé au type parental. Puisqu’il a déja été
démontré qu’une stimulation des cellules Jurkat via le récepteur CD2 induisait une
phosphorylation sur les résidus tyrosine de la protéine p56dok (Némorin et al., 2001),
nous avons voulu savoir si cette protéine de 56 kDa correspondait 4 la protéine p56dok.
Pour ce faire, la protéine p56dok fut immunoprécipitée chez ces clones stimulés ou non
via le récepteur CD2 ou le complexe TCR/CD3 et la phosphorylation sur les résidus
tyrosine fut analysée par immunobuvardage avec un Ac reconnaissant des résidus
tyrosine phosphorylés (figure 6). Tel que démontré par Némorin et al., la stimulation du
récepteur CD2 des cellules Jurkat parentales et surexprimant la protéine p5S6dok mene a
une augmentation de phosphorylation de la protéine p56dok contrairement & la
stimulation du complexe TCR/CD3 (Némorin et al., 2001). Un niveau de phosphorylation
de base de la protéine p56dok plus élevé est observable dans les clones surexprimant la
protéine p56dok méme sans stimulation lorsque comparé aux cellules parentales. Cette

augmentation corréle avec le niveau d’expression de la protéine p56dok dans ces clones.

La surexpression de la protéine pS6dok affecte la signalisation qui implique la voie

Ras aprés une stimulation du récepteur CD2

Pour étudier le rdle de la protéine pS6dok dans la voie de signalisation qui
implique la protéine Ras, il fut vérifié si la surexpression de la protéine p56dok interférait
avec I’activation des MAPK ERK1/2 suite 4 une stimulation du récepteur CD2 ou du

complexe TCR/CD3. Afin d’évaluer cette réponse, un anticorps reconnaissant



FIGURE 5 : Comparaison du niveau de phosphorylation sur les résidus tyrosine
des cellules parentales avec les clones surexprimant la protéine pS6dok aprés une

stimulation du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3

Des cellules de type parental J.77-6 et des clones qui surexpriment la protéine p56dok
(HAp56dok#37(5A), HAp56dok#46 (5B) et HAp56dok#27 (5C)) furent stimulés a I’aide
d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHT1) pour
différents temps et les extraits cellulaires furent révélés par immunobuvardage a I’aide
d’un anticorps spécifique pour les résidus tyrosine phosphorylés (4G10). La position des
marqueurs de masse moléculaire est en kilodaltons (kDa) pour cette figure et toutes les

figures qui suivent.
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FIGURE 6 : Comparaison du niveau de phosphorylation sur les résidus tyrosine
de la protéine p56dok chez les cellules parentales et les clones qui surexpriment la
protéine HApS6dok aprés une stimulation du récepteur CD2 ou du complexe

TCR/CD3

Les cellules de type parental et les clones qui surexpriment la protéine HApS56dok
(HAp56dok#37 et HAp56dok#46) furent stimulés a 1’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et
T11-3) et les lysats protéiques obtenus aprés stimulation furent mis en contact avec des
billes de protéine A couplées & ’anticorps anti-p56dok CTer dirigé contre la portion C-
terminale de la protéine, tel que décrit dans la section Matériels et Méthodes.
L’immunobuvardage de type Western fut réalisé a I’aide d’un anticorps spécifique pour

les résidus tyrosine phosphorylés (anti-P-Tyr (4G10)).
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spécifiquement la forme phosphorylée des MAPK ERK1/2 fut employé. Comme il est
possible de I’observer sur la figure 7A et 7B, il y a une inhibition de 1’activation des
MAPK ERK1/2 aprés I’engagement du récepteur CD2 chez les clones qui surexpriment
des niveaux importants de la protéine p56dok (HApS56dok#37 et HAp56dok#46)
contrairement au clone HAp56dok#27 (figure 7C) qui n’en surexprime qu’une faible
quantité. 11 semble donc que I’intensité de I’inhibition corréle avec le niveau de
surexpression de la protéine p56dok. Cependant, I'induction de phosphorylation de
ERK1/2 est similaire pour tous les clones aprés une stimulation du complexe TCR/CD3
ce qui indique que la surexpression de la protéine p56dok n’interfere pas avec I’activation
des MAPK ERK1/2 suite & I’engagement de ce complexe. Ainsi, la réponse d’inhibition
semble spécifique a la voie de stimulation du récepteur CD2 et non a celle impliquant le
complexe TCR/CD3 qui peut toujours activer la phosphorylation de ERK1/2. I est &
noter que le niveau des MAPK ERK total fut analysé afin de nous assurer que cette
inhibition d’activation de ERK1/2 n’était pas causée par une plus faible quantité de ces
MAPK dans les cellules. Comme il est possible de le constater sur les figures 7A, B et C,

un niveau constant des MAPK total est présent pour les clones présentés.

La surexpression de la protéine p56dok n’inhibe pas la mobilisation de calcium

intracellulaire

Puisqu’il avait été démontré que la surexpression de la protéine p62dok inhibait la
réponse calcique aprés une stimulation du récepteur CD2 (Némorin et al., 2001), nous
désirions effectuer la méme expérience sur les clones surexprimant la protéine p56dok
(figure 8). Nous avons ainsi démontré que la mobilisation de calcium intracellulaire
n’était pas altérée par la surexpression de la protéine p56dok apres une stimulation du
récepteur CD2 ainsi que du complexe TCR/CD3. Ce résultat suggére que I’activation de
la PLCy n’est probablement pas affectée. Le choix de présenter les données brutes plutdt
que la transformation des données avec le logiciel MultiTime est volontaire car la
transformation des données brutes dans ce logiciel ne permettait pas d’observer la

ressemblance réelle existant entre les différents clones dans la mobilisation de calcium

intracellulaire.



FIGURE 7: Comparaison de Pactivation des MAPK ERKI1/2 des cellules
parentales avec les clones surexprimant la protéine pS6dok aprés une stimulation du

récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3

Des cellules de type parental J.77-6 et des clones qui surexpriment la protéine pS6dok
(HAp56dok#37(7A), HAp56dok#46 (7B) et HAp56dok#27 (7C)) furent stimulés a I’aide
d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHTI) pour
différents temps. Les extraits cellulaires furent révélés par immunobuvardage a 1’aide
d’un anticorps spécifique pour les formes phosphorylées des MAPK ERK1/2 (anti-P-
ERK 1/2) ainsi que d’un anticorps spécifique pour les MAPK ERK (anti-ERK total).
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FIGURE 8 : Comparaison de la mobilisation de calcium intracellulaire pour les
cellules de type parental et les clones surexprimant la protéine pS6dok apreés

I’engagement du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3

Les cellules intactes parentales et surexprimant la protéine HAp56dok (HAp56dok#37 et
HAp56dok#46) furent chargées avec I’indo-1, chargement possible grice 4 la présence de
F-127. Le rapport de calcium lié par la cellule en fonction du calcium libre fut dosé par
cytométrie en flux. Les stimulations du récepteur CD2 et du complexe TCR/CD3 furent
effectuées respectivement griace aux anticorps T11-2 + T11-3 (ajouté 2 minutes apres
I’ajout de T11-2) et UCHTI1. La mobilisation de calcium intracellulaire débute au

moment de I’ajout de 1’anticorps pour une période qui dure de 10 & 12 minutes (temps 0

indiqué par une fléche).
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La phosphorylation de la protéine pSédok interfére avec I’expression du géne de

PIL-2

1l est connu que I’activation de diverses voies de signalisation engagées par la
stimulation du récepteur CD2 et du complexe TCR/CD3 méne a la production d’IL-2
chez les cellules Jurkat. Puisque nous avions une interférence dans I’activation des
MAPK ERK1/2 qui se trouve en amont de la transcription du gene de I’IL-2, nous avons
examiné I’ effet de la surexpression de la protéine p56dok sur cette production d’IL-2. Les
clones furent donc laissés sans stimulation ou stimulés via le récepteur CD2 ou par ajout
de PMA et d’ionomycine. Aprés 24h de stimulation, les surnageants de culture furent
récoltés et testés pour la production d’IL-2 (figure 9). Puisque la stimulation par la
combinaison de PMA et d’ionomycine montre des niveaux de production d’IL-2
équivalents, cela démontre que la surexpression de la protéine p56dok n’altére pas la
capacité de la cellule & produire de I'IL-2. Cependant, suite & une stimulation du
récepteur CD2, les clones qui surexpriment la protéine p5S6dok montrent une inhibition de
la production d’IL-2 par rapport au type parental. L’intensité de I’inhibition semble
coméler avec la quantité de la protéine p56dok présente dans la cellule puisqu’une
inhibition plus importante est observable pour le clone HAp56dok#37 (inhibition de 5,3
fois) comparativement au clone HAp56dok#46 (inhibition de 4,7 fois). Puisqu’il n’existe
aucun antécédent de la production d’IL-2 dans un modéle cellulaire surexprimant la
protéine p56dok suite & une stimulation du récepteur CD2, il est difficile d’établir si cette
différence est significative ou non. Cependant, une expérience identique fut réalisée dans
le méme modele cellulaire avec des cellules qui surexprimaient la protéine p62dok. Si les
deux expériences sont comparées, cette différence semble significative quoique
Jégérement inférieure a celle observée avec les clones surexprimant la protéine p62dok
(p62dok #74 et HA-1) (Némorin et al., 2001). 1l est & noter que les valeurs de CPM
étaient beaucoup plus faibles pour les clones surexprimant la protéine pS6dok que pour
les clones surexprimant la protéine p62dok. II aurait été intéressant de comparer ces
clones en comparant le niveau de surexpression des protéines p62dok et pS6dok

respectivement et le facteur d’inhibition de la sécrétion d’IL-2 obtenu pour chacun

d’entre eux.



FIGURE 9 : Comparaison de la production d’IL-2 par les cellules parentales et les

clones qui surexpriment la protéine p5S6dok aprés une induction du récepteur CD2

Les cellules Jurkat parentales ainsi que les clones surexprimant la protéine HAp56dok
(HAp56dok#37 et HAp56dok#46) furent stimulées ou non avec les anticorps anti-CD2
ou par PMA/ionomycine. Les surnageants de culture furent récoltés aprés 20 heures pour

en déterminer les titres en IL-2 tel que décrit dans la section Matériels et Méthodes. Des

résultats similaires furent obtenus a deux reprises.
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Pour connaitre les effecteurs impliqués dans I’inhibition de la production d’IL-2
aprés stimulation du récepteur CD2 pour les clones qui surexpriment la protéine p56dok,
nous avons observé I’effet de cette surexpression sur I’activation d’un facteur de
transcription connu pour son rdle dans la régulation du géne de I’TL-2. Ainsi, les cellules
Jurkat parentales ainsi que les clones qui surexpriment la protéine p56dok furent
transfectés de fagon transitoire avec une construction portant le gene rapporteur de la
Juciférase sous le contrdle du site NF-AT du promoteur du géne codant pour I'TL-2 durant
24h (figure 10). Les cellules furent non stimulées ou stimulées via le récepteur CD2 ou
par la combinaison de PMA et d’ionomycine pour une période de 6h et I’activation du
site NF-AT fut évaluée par un essai d’activité luciférase. I1 fut alors démontré que suite a
une stimulation du récepteur CD2, il y avait inhibition de I’activation de NF-AT pour les
clones HAp56dok#37 et HAp56dok#46. Ici également, 1’importance de I’inhibition
corréle avec le niveau de surexpression de la protéine p56dok et les facteurs sont de 4,2
pour le clone HAp56dok#37 et de 1,8 pour le clone HAp56dok#46. Pour le clone
HAp56dok#27, nous obtenons toujours des résultats similaires & ceux du type parental
suggérant que la quantité de la protéine p56dok exprimée chez ce clone n’est pas

suffisante pour provoquer une inhibition (résultats non illustrés).

La surexpression des protéines p56dok mutées n’affecte pas la phosphorylation sur

les résidus tyrosine suite 2 une stimulation du récepteur CD2 ou du complexe

TCR/CD3

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels la protéine
p56dok agit, nous avons réalisé une série d’expériences avec des protéines p56dok
mutantes pour certains acides aminés de la portion carboxy-terminale. Les résidus ciblés
furent des résidus tyrosine connus pour leur implication dans des interactions avec soit la
protéine RasGAP (mutation YF271) ou le site candidat potentiel de la liaison pour la
PTK Ick (mutation YF402). Nous avons alors construit un vecteur d’expression contenant
chaque version mutée de la protéine p56dok ainsi que I’épitope de reconnaissance HA.
Ces vecteurs sont nommés pSRa-HApS6dok YF271 et pSRa-HAp56dok YF402. 1lIs

furent ensuite transfectés dans la lignée cellulaire Jurkat et nous avons ensuite procédé au



FIGURE 10 : Comparaison de Pactivation NF-AT pour les cellules parentales et
les clones surexprimant la protéine p56dok suite & une stimulation du récepteur

CD2

Les cellules Jurkat surexprimant la protéine HApS56dok (HApS6dok#37 et
HAp56dok#46) ou le type parental J.77-6 furent transfectées de fagon transitoire, tel que
décrit dans la section Matériels et Méthodes, et I’activité luciférase fut mesurée au
luminométre. Les résultats sont exprimés en normalisant directement sur I’activité

constitutive luciférase de la Renilla. Ces expériences furent reproduites 4 deux reprises.
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criblage des clones. Les clones obtenus furent tout d’abord criblés par immunobuvardage
de type Western. Un anticorps reconnaissant la portion C-terminale de la proteine p56dok
fut employé (figure 11). Par la suite, les clones, retenus sur la base de la surexpression de
la protéine p56dok, furent criblés en cytométrie en flux pour leur expression i la surface
membranaire du récepteur CD2 et du complexe TCR/CD3. Les clones présentant un
niveau comparable au type parental de ces deux récepteurs a leur surface furent gardés
pour des analyses ultérieures (figures 12A et 12B). Les transfectants HAp56dok
YF271#6 et #56 ainsi que HAp56dok YF402#D, #W et #T1, surexprimant ces protéines
p56dok mutées, furent alors retenus et testés pour leur implication dans la signalisation
des cellules T. L’évaluation de cette implication sur la signalisation fut réalisée grace aux
différentes expériences précédemment mentionnées. Les mémes niveaux de
surexpression des récepteurs CD2 et du complexe TCR/CD3 sont également retrouvés

pour les clones HAp56dok YF271#39 et #70 (résultats non illustrés).

Le premier paramétre vérifié fut la phosphorylation sur les résidus tyrosine des
protéines solubles aprés une stimulation du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3.
Nous désirions nous assurer que la surexpression des protéines p56dok mutantes
n’altérerait pas, ici également, le patron de phosphorylation sur les résidus tyrosine suite
a I’engagement du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3. Comme il est possible de
le constater (figures 13A, 13B et 13C), la surexpression des mutants de la protéine
p56dok n’affecte pas, par comparaison au type surexprimant le forme sauvage de la
protéine p56dok, le patron de phosphorylation sur les résidus tyrosine des protéines
induites par une stimulation du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3, et ce, peu
importe le niveau de surexpression de la protéine p56dok dans les cellules. Cependant, il
est possible d’observer, suite a une stimulation du récepteur CD2, une importante
phosphorylation d’une protéine de 56 kDa dans les clones mutants pour la protéine
p56dok, tel qu’observé précédemment pour les clones HAp56dok#37 et HApS6dok#46
qui surexpriment la forme sauvage de la protéine p56dok, et ce, comparativement au type
parental. Tl est toutefois 4 noter que la surexpression des protéines HAp56dok mutées
pour 1’un ou Pautre des résidus tyrosine diminue la phosphorylation sur les résidus

tyrosine de la protéine pS6dok suite a une activation du récepteur CD2 par comparaison



FIGURE 11 : Niveaux de surexpression de la protéine pS6dok mutée pour les

résidus tyrosine 271 et 402 pour différents clones

Des lysats cellulaires totaux non stimulés de la lignée cellulaire Jurkat J.77-6 parentale et
de différents clones surexprimant la protéine pS6dok mutée ou non, avec un épitope de
reconnaissance HA (HAp56dok#37, #46, #27, YF402#D, YF402#W, YF402#T1,
YF271#6, YF271#56, YF271#39 et YF271#70), furent analysés en immunobuvardage de
type Western. L’immunobuvardage fut réalisé a ’aide d’un anticorps dirigé contre la

portion C-terminale de la protéine p56dok (anti-p56dok CTer).
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FIGURE 12A : Comparaison des niveaux d’expression des récepteurs de surface
i Pétude, le récepteur CD2 et le complexe TCR/CD3, entre les cellules parentales et

les clones surexprimant la protéine pS6dok mutée

Les cellules de la lignée parentale J.77-6 et le clone qui surexprime la protéine
HApS6dok (HAp56dok mutant YF402#T1, YF402#D, YF402#W et YF271#6) furent
marquées 4 1’aide d’un anticorps dirigé contre le récepteur CD2 (HB222) ou d’un
anticorps dirigé contre le complexe TCR/CD3 (OKT3). Ces anticorps sont couplés aun
fluorochrome (FITC) pour la détection des récepteurs de surface. L analyse s’effectue par

cytofluorométrie.
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FIGURE 12B : Comparaison des niveaux d’expression des récepteurs de surface
i PPétude, le récepteur CD2 et le complexe TCR/CD3, entre les cellules parentales et

les clones surexprimant la protéine pS6dok mutée

Les cellules de la lignée parentale J.77-6 et le clone qui surexprime la protéine p56dok
(HAp56dok YF271#56) fut marqué a I’aide d’un anticorps dirigé contre le récepteur CD2
(HB222) ou d’un anticorps dirigé contre le complexe TCR/CD3 (OKT3). Ces anticorps
sont couplés & un fluorochrome (FITC) pour la détection des récepteurs de surface.

L’analyse s’effectue par cytofluorométrie
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FIGURE 13 : Niveau de phosphorylation sur les résidus tyrosine des cellules

parentales et des clones surexprimant la protéine pS6dok mutée aprés une

stimulation du récepteur CD2 ou du complexe TCR/CD3

Les cellules de type parental J.77-6 et les clones qui surexpriment la protéine p56dok
(HAp56dok mutant YF402#D et YF4024W (16A), YF271#6 et YF271#56 (16B) et
YF271#39 et YF271#70 (16C)) furent stimulés a I’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et
T11-3) ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHTI1) pour différents temps et les lysats
protéiques obtenus furent révélés par immunobuvardage & 1’aide d’un anticorps

spécifique pour les résidus tyrosine phosphorylés (anti-P-Tyr (4G10)).
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au clone HAp56dok non muté. Il semble donc que ces deux résidus tyrosine, Y271 et

Y402, soient trés importants pour la phosphorylation de la protéine p56dok (figurel4).

L’effet de la surexpression des protéines p56dok mutantes sur la mobilisation de
calcium intracellulaire ne fut pas évalué. En effet, puisqu’aucune inhibition ou activation
n’avait été observée sur ce paramétre entre le type parental et les clones surexprimant la
protéine p56dok, nous ne nous attendions a aucun changement de mobilisation de

calcium intracellulaire pour les clones surexprimant les protéines p56dok mutantes.

La surexpression des protéines pS6dok mutantes pour le résidu tyrosine de la liaison
a la protéine RasGAP (YF271) permet de restaurer la signalisation par la voie Ras

aprés une stimulation du récepteur CD2

Pour connaitre I’implication des différentes mutations dans la voie de
signalisation Ras, il fut vérifié si la surexpression de la protéine pS6dok mutante pouvait
restaurer I’interférence observée dans I’activation des MAPK ERK1/2 pour les clones
surexprimant la forme sauvage de la protéine pS6dok apres une stimulation du récepteur
CD2. Afin d’évaluer cette réponse, le méme anticorps reconnaissant spécifiquement la
forme phosphorylée des MAPK ERK1/2 fut employé. Comme il est possible de
I’observer sur les figures 15A, il y a restauration de I’activation des MAPK ERK1/2 aprés
I’engagement du CD2 chez tous les clones qui surexpriment la protéine HApS6dok
YF271. L’intensité de la restauration semble corréler avec le niveau de surexpression de
la protéine p56dok. Il est & noter que le clone HAp56dok YF271#39 exprime un niveau
légérement inférieur de la protéine mutante p56dok comparativement aux clone #6 et
#70. Toutefois, cette différence n’est pas assez marquée pour discriminer entre
I’importance de la restauration de I’activation des MAPK ERK1/2 pour ces trois clones.
Lorsque nous observons I’effet de la surexpression de la protéine p56dok mutante pour le
résidu tyrosine potentiel de liaison a Ick (YF402), nous pouvons constater quil y a
toujours inhibition des MAPK ERK1/2 aprés stimulation du récepteur CD2 uniquement
pour le clone qui surexprime un niveau élevé de la protéine mutante (HApS6dok

YF402#D) (figure 15B). Pour le clone qui surexprime un niveau plus faible de cette



FIGURE 14 : Niveau de phosphorylation sur les résidus tyrosine de la protéine
p56dok chez les clones surexprimant HApS6dok et HApS6dok mutée aprés une

stimulation du récepteur CD2

Les cellules de type parental J.77-6 et les clones qui surexpriment la protéine HAp56dok
mutante ou non (HAp56dok#37, HApS56dok YF402#D et HApS6dok YF271#6) furent
stimulés a I’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) pour différents temps et les lysats
protéiques obtenus furent révélés par immunobuvardage 4 I'aide d’un anticorps
spécifique pour les résidus tyrosine phosphorylés (anti-P-Tyr (4G10)). Le niveau de
surexpression fut vérifié a I’aide d’un anticorps reconnaissant la portion C-terminale de la

protéine p56dok (anti-p56dok Cter).
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FIGURE 15A : Comparaison de P’activation des MAPK ERK1/2 des cellules
parentales avec les clones surexprimant la protéine pS6édok ou la protéine pSédok
mutée sur le résidu tyrosine 271 aprés une stimulation du récepteur CD2 ou du

complexe TCR/CD3

Les cellules de type parentale J.77-6, le clone qui surexpriment la protéine p56dok
(HAp56dok#37) et les clones qui surexpriment la protéine p56dok mutée (HApS6dok
mutants YF271#6, YF271#56, YF271#39 et YF271#70) furent stimulés a I’aide
d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHT1) pour
différents temps et les lysats protéiques obtenus furent révélés par immunobuvardage a
I’aide d’un anticorps spécifique pour la forme phosphorylée des MAPK ERK1/2 (anti-P-
ERK1/2) ou d’un anticorps spécifique pour les MAPK ERK (anti-ERK total).
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FIGURE 15B : Comparaison de Pactivation des MAPK ERK1/2 des cellules
parentales avec les clones surexprimant la protéine pS6dok ou la protéine pSédok
mutée sur le résidu tyrosine 402 aprés une stimulation du récepteur CD2 ou du

complexe TCR/CD3

Les cellules de type parentale J.77-6, le clone qui surexpriment la protéine pS6dok
(HAp56dok#37) et les clones qui surexpriment la protéine p56dok mutée (HApS6dok
mutant YF402#D et YF402#W) furent stimulés & 1’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et
T11-3) ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHT1) pour différents temps et les lysats
protéiques obtenus furent révélés par immunobuvardage & 1’aide d’un anticorps
spécifique pour la forme phosphorylée des MAPK ERK1/2 (anti-P-ERK1/2) ou d’un
anticorps spécifique pour les MAPK ERK (anti-ERK total).
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protéine mutante (HAp56dok YF402#W), nous pouvons observer, comme pour les clones
surexprimant la forme mutante de liaison & la protéine RasGAP, une phosphorylation
plus ou moins importante des MAPK ERK1/2 donc, une inhibition moins importante ou
méme inexistante de I’activation de ces MAPK. L’induction de phosphorylation des
MAPK ERK1/2 est similaire pour tous les clones aprés une stimulation du complexe
TCR/CD3 ce qui indique que la surexpression de la protéine p56dok mutante n’interfére
pas non plus avec I’activation des MAPK ERK1/2 suite a ’engagement de ce récepteur.
Pour tous ces clones également, le niveau des MAPK ERK totales fut vérifié toujours
dans le but de s’assurer que les résultats de restauration ou non obtenus n’étaient pas

causés par une plus faible expression de ces MAPK.

La phosphorylation de la protéine pS6dok mutée pour le résidu tyrosine de liaison &

RasGAP (YF271) restaure la production d’IL-2 observée avec la protéine p56dok

sauvage

Puisque nous avions une restauration de I’activation des MAPK ERK1/2 pour les
mutants de liaison & la protéine RasGAP (YF271), nous avons examiné I’effet de la
surexpression de cette mutation de la protéine p56dok sur la production d’IL-2. Les
clones furent donc laissés, cette fois également, sans stimulation ou stimulés via le
récepteur CD2 ou par PMA et ionomycine. Aprés 24h de stimulation, les surnageants de
culture furent récoltés et testés pour la production d’IL-2 (figure 16). Puisque la
stimulation par la combinaison PMA et ionomycine montrent des niveaux de production
d’IL-2 équivalents, cela démontre que la surexpression de la protéine p5S6dok n’altére pas
la capacité de la cellule produire de I'IL-2. Par contre et tel qu’attendu, suite & une
stimulation du récepteur CD2, les clones qui surexpriment la protéine HAp56dok YF271
montrent aussi une restauration de la production d’IL-2 par comparaison aux clones
surexprimant la forme sauvage de la protéine p56dok. L’importance de cette restauration
corréle avec la quantité de la protéine p56dok présente dans la cellule puisqu’une
restauration beaucoup plus importante est observable pour le clone HAp56dok YF271#6
comparativement au clone HAp56dok YF271#56. Cette restauration de sécrétion d’IL-2

concorde avec la restauration de phosphorylation de ERK1/2 observée préalablement. En



FIGURE 16 : Comparaison de la production d’IL-2 par les cellules parentales, un

clone qui surexpriment HAp56dok et certains clones qui surexpriment la protéine

p56dok mutée aprés une stimulation du récepteur CD2

Les cellules Jurkat parentales J.77-6 ainsi que le clone surexprimant la protéine p56dok
(HAp56dok#37) et les clones qui surexpriment la protéine pS6dok mutée (HAp56dok
YF402#D, YF402#T1, YF271#6 et YF271#56) furent stimulées ou non avec les
anticorps anti-CD2 ou avec PMA/ionomycine. Les surnageants de culture furent récoltés
aprés 20 heures pour en déterminer les titres d’IL-2 tel que décrit dans la section

Matériels et Méthodes. Des résultats similaires furent obtenus & deux reprises.
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ce qui concerne les clones portant une mutation sur le résidu tyrosine 402, suite & une
stimulation du récepteur CD2, il est possible de constater que le clone HAp56dok
YF402#D, qui surexprime un niveau comparable de la protéine p56dok au clone
surexprimant la protéine HAp56dok#37, présente toujours le méme facteur d’inhibition
de production d’IL-2 que le clone HAp56dok#37. Cette inhibition de production d’IL-2
concorde également avec I’inhibition d’activation des MAPK ERK1/2. Pour le clone
HAp56dok YF4024T1, c’est probablement le faible niveau d’expression de la protéine
mutante qui cause cette absence de maintien d’inhibition de production d’IL-2 comparé
au clone HAp56dok YF402#D ce qui expliquerait également 1’absence d’inhibition
d’activation des MAPK ERK1/2 observé précédemment. Sur cette figure, il est possible
d’observer les résultats de la production d’IL-2 pour le clone HAp56dok YF402#T1
plutdt que ceux du clone HAp56dok YF402#W dont nous avons présenté les résultats
jusqu’a présent, et ce, parce que I’expérience de production d’IL-2 ne fut pas réalisée
pour ce dernier clone. Toutefois, puisque le niveau d’expression de ces deux clones est
similaire, il est logique de croire que des résultats similaires auraient été obtenus pour les
deux clones. Il est a noter que pour les mutants HAp56dok YF271#6 et HAp56dok
YF4024D, qui surexpriment des niveaux élevés de la protéine p56dok, une restauration
de la production d’IL-2 (HAp56dok YF271#6) ou une inhibition de cette production
(HAp56dok YF4024D) est supérieure au type parental ou au clone surexprimant la
protéine HAp56dok sauvage. Les hypothéses suivantes pourraient étre soulevées pour
expliquer ce phénoméne. Il se pourrait qu’il y ait une compétition qui s’installe pour le
recrutement de la protéine RasGAP & la membrane cellulaire entre la protéine p56dok
non mutante endogéne et la protéine pS6dok mutante surexprimée. Puisque le mutant
pour la protéine pS6dok est en trés grande quantité et n’est plus en mesure de lier la
protéine RasGAP, il n’y a plus d’inactivation de la voie Ras/MAPK donc plus
d’inactivation des MAPK ERK1/2 et ainsi, une production importante d’IL-2. 1l se
pourrait également que I’augmentation de production d’IL-2 par les clones surexprimant
une forte quantité de la protéine p5S6dok mutante s’explique par une différence clonale

entre le clone qui surexprime la protéine p56dok mutante et le clone parental.
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Nous avons, par la suite, observé I’effet de cette surexpression des protéines
p56dok mutantes de fagon plus précise sur I’activation du site NF-AT, puisque ce dernier
était affecté par la surexpression de la protéine p56dok sauvage. Ainsi, les cellules Jurkat
parentales ainsi que les clones qui surexpriment les différentes mutations de la protéine
p56dok furent transfectés avec une construction portant le géne rapporteur de la
luciférase sous le controle du site NF-AT du promoteur du géne codant pour I'IL-2 durant
24h (figure 17). Les cellules furent non stimulées ou stimulées via le récepteur CD2 ou
par la combinaison PMA et ionomycine pour une période de 6h et I’activation du site NF-
AT fut évaluée par un essai d’activité luciférase. Il fut alors démontré que suite a une
stimulation du récepteur CD2, il y avait une restauration de I’activation du site NF-AT
pour les clones HAp56dok YF271 contrairement au clone HAp56dok YF402#D qui
présente encore une fois un niveau d’inhibition comparable au clone HAp56dok#37. Pour
les clones HApS56dok YF402#W et HApS56dok YF402#T1, nous obtenons toujours des
résultats d’inhibition beaucoup plus faibles ou inexistantes par comparaison au type
parental renforgant encore I’hypothése de I’inhibition dépendante de la dose tel
qu’observé pour le clone HAp56dok#27. 1l aurait été préférable que pour chacune des
expériences de I’activation NF-AT nous ayons été en présence du type parental 4 titre de
controle de I’activation normale du site NF-AT pour cette lignée cellulaire ainsi que du
clone HAp56dok#37 a titre de contrdle d’inhibition de I’activation NF-AT. De cette
fagon, nous aurions été en mesure de déterminer de maniére plus exacte le facteur de
restauration de I’activation du site NF-AT permis par la mutation du résidu tyrosine 271.
Aussi, certains résultats sont présentés suite a une normalisation des résultats en fonction
des résultats obtenus lors de I’activation maximale obtenue par I’ajout de PMA et
d’ionomycine alors que d’autres résultats ne sont pas normalisés. Il en est ainsi puisque
pour certaines des expériences de I’activation du site NF-AT, I’efficacité de transfection
était plus faible mais significative. La normalisation des résultats en fonction de
I’activation maximale nous permettait alors de mieux évaluer I'effet des mutations des

résidus tyrosine, dans chacun des clones, sur I’activation du site NF-AT.



FIGURE 17 : Comparaison de Pactivation NF-AT pour les cellules parentales et
les clones surexprimant la protéine p56dok mutée ou un clone surexprimant la
protéine pS6dok sauvage et un clone surexprimant la protéine pS6dok mutée suite &

une stimulation du récepteur CD2

Les cellules Jurkat surexprimant les protéine p56dok, p56dok muté ou le type parental
J.77-6 furent transfectées de fagon transitoire, tel que décrit dans la section Matériels et
Meéthodes, et 1’activité luciférase fut mesurée au luminométre. Les expériences 20A et
20C sont exprimées en normalisant directement sur 1’activité constitutive luciférase de la
Renilla. Dans le cas des expériences 20B et 20D, I’activité fut normalisée en fonction de
I’induction luciférase maximale obtenue par le traitement PMA/ionomycine. Ces

expériences furent reproduites a deux reprises.
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La surexpression de la protéine pS6dok inhibe la conversion de la PTK Ick et une

mutation du résidu tyrosine 271 en permet la restauration.

Plusieurs groupes ont observé qu’il y avait un changement dans la mobilité
électrophorétique de la PTK Ick la faisant passer de 56 kDa a 60 kDa suite d une
stimulation via le récepteur CD2 ou le complexe TCR/CD3 (Watts et al., 1993). 11 fut
démontré que c’est la phosphorylation du résidu sérine 59 de la PTK Ick qui corrélait
avec cette conversion (Watts et al., 1993). Plusieurs protéines semblent impliquées dans
cette conversion dont la PKC et les MAPK ERK1 et ERK2 (Danielian et al., 1989). Nous
nous sommes donc intéressés a la conversion de la PTK Ick puisque nous observons un
effet d’inhibition de Iactivité MAPK dans les clones surexprimant la protéine p56dok
ainsi qu’une restauration de cette activité dans les mutants pour le résidu tyrosine 271.
Comme il est possible de le constater & la figure 18, aprés une stimulation du récepteur
CD2 ou du complexe TCR/CD3, il est possible d’observer une conversion de la PTK Ick
chez le type parental. Ce déplacement observé suite 4 une stimulation du récepteur CD2
est inhibé par la surexpression de la protéine p56dok sauvage. Il semble que le résidu
tyrosine 271 soit impliqué dans ce changement. En effet, la mutation de ce résidu tyrosine
a pour effet de restaurer la conversion de la PTK Ick, cette conversion qui était inhibée
par la surexpression de la protéine p56dok de type sauvage. Toutefois, nous ne pouvons
affirmer que la mutation du résidu tyrosine 271 agit directement ou exclusivement sur la
conversion de la protéine Ick et donc, nous ne pouvons pas conchire que I’inhibition de
I’activité des MAPK ERK1/2 est directement rattachée & cette conversion de la protéine
Ick. . 11 est & noter que ces expériences furent effectuées en fin de projet et qu’elles n’ont
pu é&tre répétées pour confirmer tous les résultats présentés. Il se pourrait alors que les
résultats plus faibles de la restauration de conversion de la protéine Ick obtenus pour le
clone HAp56dok YF271#70 soient dus & I’expérimentation. Nous nous serions attendus a
obtenir le méme type de restauration de la conversion de la protéine Ick que celle obtenue
pour le clone HApS6dok YF271 #6 car le niveau de surexpression de la protéine p56dok

dans ces deux clones est trés semblable.



FIGURE 18 : Effet de la surexpression des protéines p56dok et pS6dok mutées,

sur les résidus tyrosine, sur la conversion de la protéine pSélck

Les cellules de type parental J.77-6 et les clones qui surexpriment les protéines
HAp56dok (HAp56dok#37) et HAp56dok mutée (HApS6dok YF271#6, YF271#56,
YF271#39 et YF271#70) furent stimulés a 1’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3)
ou d’un anticorps anti-CD3 (UCHT1) pour différents temps et les lysats protéiques
obtenus furent révélés par immunobuvardage & 1’aide d’un anticorps reconnaissant

spécifiquement la protéine p56Ick (anti-Ick).
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Formation d’interactions de type homodimére et hétérodimére via le domaine PTB

des protéines pS6dok et p62dok

Afin de déterminer avec quelles protéines la protéine p56dok était en mesure de
s’associer, nous avons produit des protéines de fusion GST portant les domaines PTB ou
C-terminal des protéines p56dok et p62dok. Nous avons, par la suite, réalisé des essais de
liaison in vitro. Nous avons donc laissé sans stimulation ou stimulé via le récepteur CD2
les clones HAp56dok#37 (résultat non illustré) et HApS56dok#46 (figure 19), qui
surexpriment la protéine p56dok, et nous les avons lysés pour en récolter les protéines
solubles. Nous avons par la suite mis ces extraits de protéines totales en contact avec des
billes couplées de fagon covalente ou non aux différentes protéines de fusion produites
(PTB ou C-terminal) et nous avons vérifié ’interaction protéine-protéine en effectuant
une électrophorése en gel de polyacrylamide 8% suivi d’un immunobuvardage de type
Western a I’aide d’un anticorps anti-P-Tyr. La figure 19 démontre la présence de deux
protéines phosphorylées sur des résidus tyrosine, respectivement de 62 kDa et de 56 kDa,
en mesure de lier le domaine PTB de la protéine p62dok ainsi que le domaine PTB de la
protéine p56dok. La protéine de 62 kDa fut identifiée comme étant la protéine p62dok a
I’aide de I’anticorps reconnaissant les acides aminés des résidus 425-439 de la protéine
p62dok (anti-p62dok du Dr. Stillman) . En ce qui concerne la protéine de 56 kDa, aucun
anticorps n’était disponible pour déterminer Iidentité de cette protéine puisque tous les
anticorps qui reconnaissent la protéine p56dok furent produits au laboratoire et qu’ils ont
été produits en immunisant des lapins avec la protéine de fusion GST. Ainsi, puisque les
essais de liaison in vitro sont réalisés avec des protéines GST, il y aurait reconnaissance
de la protéine GST par I’anticorps ce qui masquerait la reconnaissance d’autres protéines
tel que la protéine p56dok. Cependant, suite 4 une stimulation CD2, il est possible
d’observer une augmentation de phosphorylation de cette protéine de 56 kDa chez les
clones surexprimant la protéine p56dok (HApS56dok#37 et HAp56dok#46)
comparativement au type parental J.77-6. Ainsi, il est probable que cette protéine soit en
effet la protéine p56dok. Pour ce qui est des protéines de fusion GST portant le domaine
C-terminal des protéines p62dok et p56dok, aucune association de protéines

phosphorylées sur des résidus tyrosine ne fut détectée autant pour le type parental que



FIGURE 19 : Liaison de protéines par le domaine PTB des protéines pS6dok et
p62dok

Les cellules de type parental et du clone HAp56dok#46, qui surexpriment la protéine
p56dok, furent stimulés a I’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) ou d’un anticorps
anti-CD3 (UCHT1) et les extraits protéiques obtenus aprés stimulation furent mis en
contact avec des billes glutathion-sépharose, tel que décrit dans la section Matériels et
Méthodes. L’immunobuvardage de type Western fut ensuite réalis¢é a I’aide d’un
anticorps spécifique pour les résidus tyrosine (anti-P-Tyr (4G10)) et un second
immunobuvardage fut effectué a ’aide de I’anticorps dirigé contre les résidus 425-439 de

la protéine p62dok (anti-p62dok).
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pour les clones surexprimant la protéine p56dok (HAp56dok#37 et HAp56dok#46)
(résultats non illustrés). Ce résultat négatif ne signifie nullement que ce domaine ne
permet aucune interaction protéique mais plutdt qu’aucune protéine phosphorylée sur des

résidus tyrosine n’est en mesure de se lier 4 ce domaine.

Tentative de confirmation des résultats d’associations homo- et hétérodimériques

par des essais d’immunoprécipitation

Puisque nous étions en mesure d’observer des associations in vitro des protéines
p62dok et pS6dok avec le domaine PTB des protéines p56dok et p62dok en tant
qu’homodiméres (pS6dok-p56dok ou p62dok-p62dok) et hétérodiméres (p56dok-
p62dok), nous avons voulu savoir s’il était possible d’observer ces associations dans la
cellule. Nous avons testé sur la lignée parentale et les clones qui surexpriment la protéine
p62dok si en immunoprécipitant la protéine p56dok nous pouvions déceler une
association p56dok-p62dok (figure 20A et B). Inversement, nous avons testé sur la lignée
parentale ainsi que les clones qui surexpriment la protéine p56dok si en
immunoprécipitant la protéine p62dok nous pouvions révéler une association p62dok-
p56dok (figure 20C et D). Nos résultats montrent que la protéine p62dok est associée a la
protéine p56dok et inversement que la protéine p56dok est associée a la protéine p62dok
(figure 20A et D). Tel qu’attendu, la quantité de la protéine p56dok associée 4 la protéine
p62dok et la quantité de la protéine p62dok associée a la protéine p56dok était plus
importante lorsque la protéine p56dok ou la protéine p62dok était retrouvée en plus

grande quantité dans la cellule.

Par contre, nous avons été incapables de démontrer que la quantité de la protéine
p56dok ou de la protéine p62dok associée  la protéine p62dok ou & la protéine p56dok
variait si les protéines p62dok ou p56dok respectivement étaient exprimées en plus
grande quantité dans la cellule. Nous avons alors posé I’hypothése que les anticorps
produits contre les protéines de fusion GST permettaient une réactivité croisée de la
protéine p56dok avec la protéine p62dok et vice et versa. Afin de vérifier cette hypothése,

nous avons testé cette réactivité croisée par immunobuvardage de type Western & I’aide



FIGURE 20 : Liaison des protéines Dok entre elles chez les cellules surexprimant

les protéines pS6dok ou p62dok et les cellules de type parental

Les cellules de type parental J.77-6 et les clones qui surexpriment les protéines
HApS56dok (HApS6dok#37) ou HAp62dok (HAp62dok#1 et p62dok#2) furent stimulés &
P’aide d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) et les lysats protéiques obtenus aprés
stimulation furent mis en contact avec des billes de protéine A couplées & des anticorps
anti-p56dok Cter ou anti-p62dok CTer dirigés contre la portion C-Terminale de la
protéine, tel que décrit dans le Matériel et Méthode. L’immunobuvardage de type
Western fut réalisé a 1’aide d’anticorps anti-pS6dok Cter biotinylés dirigés contre la

portion C-Terminal de la protéine pS6dok et d’un anticorps dirigé contre les résidus 425-

439 de la protéine p62dok (anti-p62dok).
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d’un anticorps anti-HA, permettant la reconnaissance spécifique de I’épitope de
reconnaissance ajouté aux protéines de fusion pour la transfection. Cette expérience fut
réalisée avec tous les anticorps reconnaissant les domaines PTB et C-terminal des
protéines p56dok et p62dok (figure 21). En réalisant une immunoprécipitation anti-HA,
sur la lignée parentale (témoin négatif) et sur les clones surexprimant les protéines
HAp56dok ou HAp62dok et en utilisant les anticorps produits nous avons pu montrer
qu’effectivement les anticorps anti-p62dok PTB et C-terminal reconnaissent la protéine
p56dok en plus de la protéine p62dok tel qu’il est possible de le constater pour le clone
HAp56dok#37. Nous n’observons toutefois aucune réactivité croisée des anticorps anti-
p56dok PTB et C-terminal. Cependant, le clone HAp62dok ciblé dans cette expérience
n’exprimait qu’un faible niveau de la protéine p62dok. Il est donc possible qu’en
présence d’un clone surexprimant un niveau plus élevé de la protéine p62dok, cette
réactivité croisée des anticorps anti-p56dok envers la protéine p62dok soit également
visible. En conclusion, nous devons générer des anticorps plus spécifiques pour pouvoir
conclure sans ambiguité que les associations entre les protéines p56dok et p62dok

existent dans la cellule.



FIGURE 21 : Vérification, par immunoprécipitation, de la possibilité d’une
réactivité croisée entre les anticorps produits a partir des protéines de fusion GST

contre les protéines pS6dok et p62dok

Les cellules de type parental J.77-6 et des clones qui surexpriment la protéine HAp56dok
(HAp56dok#37) ou la protéine HAp62dok (HAp62dok#7) furent stimulés a I’aide
d’anticorps anti-CD2 (T11-2 et T11-3) et les lysats protéiques obtenus furent mis en
contact avec des billes de protéines G couplé a un anticorps anti-HA, tel que décrit dans
la section Matériel et Méthodes. L.’ immunobuvardage fut effectué avec des anticorps
anti-p56dok biotinylés dirigés contre la portion C-terminale ou PTB de la protéine
p56dok ou des anticorps anti-p62dok dirigés contre la portion C-terminale ou PTB de la
protéine p62dok.
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Par la réalisation de ce projet, nous avons tout d’abord voulu connaitre I’effet de
la surexpression de la protéine p56dok sur la transduction des signaux suite a la
stimulation de deux récepteurs, le complexe TCR/CD3 et le récepteur CD2. Pour ce faire,
nous avons surexprimé la protéine p56dok dans la lignée cellulaire T Jurkat J.77-6 et
nous avons démontré que cette surexpression de la protéine p56dok était en mesure
d’inhiber la signalisation initiée aprés une stimulation du récepteur CD2. L’inhibition fut
observée & différents niveaux tel que I’activation des MAPK ERK1/2 et I’activation du
site NF-AT ce qui a eu des répercussions sur la sécrétion d’IL-2. Ftant donné que des
résultats similaires ont été obtenus chez des clones surexprimant la protéine p62dok, cela
suggére que les protéines p62dok et p5S6dok agissent de la méme facon sur les MAPK
(Némorin et al., 2001). Une différence est cependant observable quant aux effets produits
par la surexpression de ces deux protéines puisque la surexpression de la protéine p56dok
n’affecte pas la mobilisation de calcium intracellulaire, contrairement a la surexpression
de la protéine p62dok (Némorin et al., 2001). Comme pour la protéine p62dok, il est
possible de dire, grice aux résultats obtenus, que la protéine p56dok participe de maniére
sélective a la signalisation par le récepteur CD2 et non par le complexe TCR/CD3

(Némorin et al., 2001).

La voie menant a I’activation des MAPK ERK1/2 passe par la protéine Ras qui
est négativement régulée par la protéine RasGAP dont le rdle est de stimuler la fonction
GTPase intrinséque de la protéine Ras (Trahey et McCormick, 1987; Downward, 1996).
De plus, la protéine RasGAP se lie 4 la protéine p56dok phosphorylée sur les résidus
tyrosine et donc, la protéine RasGAP représente un médiateur potentiel de I’effet négatif
de la protéine p56dok dans la voie Ras/ERK1/2 (Di Cristofano et al., 1998; Nelms et al,,
1998). En effet, I’inhibition d’activation des MAPK ERK1/2 suite & une simulation du
récepteur CD2 dans les clones qui surexpriment la protéine pS6dok (HApS6dpk#37 et
#46) semble reliée a un résidu tyrosine, au moins, de la portion C-Terminale de la
protéine p56dok. En effet, par la mutation du résidu tyrosine 271 pour une phénylalanine,
nous avons été en mesure de restaurer cette activation de la voie des MAPK ERK1/2. Ce
résidu tyrosine, ainsi que le résidu tyrosine 299, ont préalablement été démontrés comme

étant importants dans la liaison de la protéine RasGAP 4 la protéine p56dok et donc, il
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semblerait que lorsque ce résidu tyrosine 271 est muté, la protéine RasGAP n’est plus en
mesure de lier la protéine p56dok et donc d’inhiber I’activation des MAPK ERK1/2
(Nelms et al., 1998).

Un modéle de régulation de I’activation de la voie Ras/ERK1/2 impliquant la
protéine p56dok pourrait donc étre le suivant : Aprés une stimulation de la cellule T via le
récepteur CD2, les PTK tel que Ick sont recrutées et activées. Elles pourront alors
phosphoryler leurs substrats dont la protéine p56dok (Starus et al., 1992; Chu et al., 1998;
Némorin et Duplay, 2001). La protéine p56dok, comme la protéine p62dok,
transloquerait du cytoplasme a proximité de la membrane ou elle serait phosphorylée
(Némorin et al., 2001). C’est via I’interaction du domaine PH de la protéine p56dok avec
la membrane que la protéine p56dok phosphorylée sur les résidus tyrosine pourrait
positionner la protéine RasGAP a proximité de son substrat Ras-GTP qui se retrouve a
proximité de la membrane (Izquierdo Pastor et al., 1995; Lemmon et al., 1996; Nelms et
al., 1998; Songyang et al., 2001). L’hydrolyse de Ras-GTP (actif) en Ras-GDP (inactif),
par I’activation de la fonction GTPase de la protéine Ras par GAP, inhiberait la
signalisation passant par la voie Ras et donc, inactiverait tous les effecteurs situés en aval
qui requiérent cette voie de signalisation (Trahey et al., 1987; Downward, 1996) (figure
22).

L’activation de NF-AT est également affectée par la surexpression de la protéine
p56dok suite a une stimulation du récepteur CD2. 1l semble étrange d’observer une telle
inhibition de I’activation de NF-AT puisque la mobilisation de calcium n’est pas affectée
et donc, que le facteur NF-ATc peut transloquer de fagon normale au noyau et se lier au
site NF-AT. Cependant, un autre facteur de transcription se lie au méme site NF-AT pour
initier la transcription du géne de I’IL-2. Ce facteur est le facteur AP-1 qui transloque au
noyau suite a I’activation de la voie des MAPK (figure 2). Il y a donc une synergie de ces
deux molécules (NF-AT et AP-1) et elles doivent étre toutes deux induites pour activer le
site NF-AT (Park et al., 1993; Rao et al., 1997, Macian et al., 2001). C’est donc par
I’inhibition de la voie des MAPK et I’absence de liaison d’ AP-1 au site NF-AT que nous
attribuons cette inhibition de I’activation NF-AT. Conséquemment, nous observons

également une inhibition de la sécrétion d’IL-2 qui est régulée par I’activation



FIGURE 22 : Modéle de signalisation chez le lymphocyte T impliquant la protéine
p56dok comme régulateur négatif
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concomitante des facteurs de transcription NF-AT et AP-1 (Macian et al., 2001). Cette
régulation 4 la baisse de I’activation de NF-AT ainsi que de la production d’IL-2 peut
étre, une fois de plus, renversée par la mutation du résidu tyrosine 271 de la région
carboxy-terminale. En effet, puisque la mutation de ce résidu tyrosine ne permet plus la
liaison de la protéine RasGAP & ce site et qu’il n’y a plus d’inhibition de la voie
Ras/MAPK, le facteur AP-1 peut transloquer au noyau. Ainsi, ce facteur pourra se lier au
site NF-AT, a proximité du site de liaison du facteur NF-AT, ce qui permettra I’activation
de la transcription du géne de I’IL-2. Par contre, nous ne sommes toujours pas en mesure
d’observer ce phénoméne par la mutation du résidu tyrosine 402 puisque cette derniére ne
permet pas de restaurer I’activation de la voie Ras/MAPK. Comme NF-AT est un
effecteur en aval de cette voie, il ne sera pas non plus activé en absence du facteur AP-1

et ne pourra initier la transcription du géne de I'TL-2.

Finalement, nous avons voulu savoir si la surexpression de la protéine p56dok et
de la protéine p56dok mutée avait un impact sur la conversion de Ick. Le mécanisme
proposé pour expliquer cette conversion pourrait étre le suivant suivant. Dans le modéle
de transduction des signaux des cellules T, I’activation de la PLCy génére du DAG qui
permet I’activation de la PKC qui, 4 son tour, a un effet sur I’activation des MAPK ERK1
et ERK2. De plus, il fut démontré  la fois in vitro et in vivo que les MAPK ERKI et
ERK2 permettaient la phosphorylation du résidu sérine 59 de la PTK Ick (Watts et al.,
1993; Schroder et al., 2000). Aussi, il a été suggéré que la PKC pourrait agir directement
sur la PTK Ick (Schroder et al., 2000). Ainsi, il semble qu’a la fois la PKC et les MAPK
soient essentielles mais insuffisantes individuellement pour permettre la conversion
(Schréder et al., 2000). Nous avons pu observer que la surexpression de la protéine
p56dok sauvage interférait avec la conversion de la PTK Ick ce qui concorde avec le
résultat d’inhibition de la voie des MAPK obtenu précédemment. En ce qui concerne les
clones surexprimant la protéine p56dok mutée pour le résidu tyrosine 271, nous pouvons
observer une restauration de la conversion de Ick ce qui concorde une fois de plus avec la
restauration de la voie des MAPK pour les clones qui portent cette mutation. Pour ce qui

est des clones qui surexpriment la protéine p56dok mutée pour le résidu tyrosine 402, les
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résultats restent a vérifier. Il est cependant i noter qu’il ne s’agit que de résultats

préliminaires.

Dans la seconde partie de cette maitrise, nous nous sommes attardés a identifier
des protéines ayant la possibilité d’interagir avec la protéine pS6dok, mais seulement
pour des portions particuliéres de la protéine. Puisque nous savions que le domaine PTB
permettait la liaison de protéines possédant des résidus tyrosine phosphorylés et que le
domaine carboxy-terminal présentait plusieurs résidus tyrosine susceptibles de lier des
domaines SH2, nous avons construit des protéines de fusion GST comportant ces
domaines. Nous avons, en premier lieu, voulu connaitre les protéines phosphorylées sur
les résidus tyrosine qui étaient en mesure de se lier 4 ces domaines. Nous avons alors
découvert la présence d’interactions de type homodimére et hétérodimére pour les
protéines p56dok et p62dok via leur domaine PTB. L’interaction homodimérique
p62dok-p62dok avait également été découverte assez récemment par Songyang et al. Et
elle implique le motif consensus Y/MXXNXLpY qui se trouve autour du résidu tyrosine
146 de la portion N-terminale de la protéine (Songyang et al., 2001). Notre résultat vient
confirmer cette interaction via le domaine PTB cependant, nous n’avons pas déterminé
les résidus responsables de I’interaction en question. D’autres expériences devront étre
effectuées afin d’identifier les résidus nécessaires & ces interactions. Il est cependant
possible de spéculer que le résidu tyrosine 139 de la portion N-terminale, représentant
I’équivalent de la tyrosine 146 de la protéine p62dok chez la protéine p56dok, ainsi qu’un
motif semblable au motif consensus du domaine PTB de la protéine p62dok seront

impliqués dans ces liaisons (Di Cristofano et al., 1998; Nelms et al., 1998).

En ce qui concerne les protéines de fusion portant le domaine C-terminal, aucune
protéine phosphorylée sur des résidus tyrosine ne fut détectée. Ce résultat n’indique en
rien que le domaine carboxy-terminal ne peut se lier 4 aucune protéine par contre, aucune
d’entre elles ne semble phosphorylée sur des résidus tyrosine. La technique de culture des
cellules en présence de méthionine %S nous aurait sGrement permis d’observer des
interactions impliquant des protéines qui sont en mesure d’interagir avec ce domaine.

Nos protéines de fusion comportant le domaine C-terminal phosphorylé sur les résidus
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tyrosine auraient également pu étre testées selon cette approche. Aucun résultat avec ces

protéines de fusion n’est présenté dans ce mémoire.



119

CONCLUSION
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Le but de ce projet était tout d’abord d’évaluer I’impact de la protéine p56dok
dans la signalisation du lymphocyte T aprés la stimulation du récepteur CD2 ou du
complexe TCR/CD3. Ensuite, nous désirions établir les différences et ressemblances avec

la protéine p62dok, protéine ayant préalablement été étudiée au laboratoire.

Les résultats obtenus nous ont indiqués que la protéine p56dok agissait de fagon
similaire 4 la protéine p62dok puisqu’elle régule de maniére négative la signalisation
dans le lymphocyte T suite 4 une stimulation du récepteur CD2. En effet, il fut possible
d’observer une inhibition de I’activation des MAPK ERK1/2, de I’activation NF-AT et
donc, de la production d’IL-2, par la surexpression de la forme sauvage de la protéine
p56dok, tel qu’obtenu pour la protéine p62dok. Une différence est toutefois observable
quant & la signalisation impliquant ces deux molécules puisque la protéine p56dok
n’affecte pas la mobilisation de calcium intracellulaire, contrairement a ce qui fut
constaté pour la protéine p62dok. De plus, un des résidus tyrosine impliqué dans cette
inhibition est le résidu tyrosine 271 puisqu’en le mutant, nous avons pu obtenir une
restauration de la signalisation passant par la voie Ras/MAPK. Ce résidu qui lorsque
phosphorylé permet habituellement la liaison de la protéine RasGAP et donc I’hydrolyse
de Ras-GTP en Ras-GDP n’est plus en mesure d’exercer cette liaison et donc, I’inhibition
n’est plus observée. Il est & noter qu’un autre résidu tyrosine permettant la liaison de la
protéine RasGAP, le résidu tyrosine 299, n’a pas été muté. Ce résidu pourrait également
jouer un role dans I’inhibition des mémes voies de signalisation que le résidu tyrosine
271. La mutation du résidu tyrosine 402, site candidat pour la liaison a Ick, ne produit,
pour sa part, aucune restauration de I’activité signalitique. De plus, il semble que les
domaines PTB soient requis pour les fonctions, du moins certaines, des protéines p56dok

et p62dok puisque la formation d’homodimére et d’hétérodimére fut observée via ces

domaines.

Ces différents résultats ont, d’une part, permis de connaitre des implications
fonctionnelles associées a4 ce second membre de la famille Dok puisque peu
d’informations étaient disponibles a ce sujet chez le lymphocyte T suite aux stimulations

du récepteur CD2 et du complexe TCR/CD3. D’autre part, certains domaines et résidus
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trés précis furent également identifiés comme étant nécessaires aux fonctions de la
protéine. Aussi, la formation d’homo- et d’hétérodiméres ouvre la porte a la formation de
méga complexes protéiques ou les protéines p56dok et p62dok agiraient comme plate-
forme de regroupement de protéines facilitant ainsi leurs interactions avec d’autres
protéines d’importance dans la signalisation. Finalement, nous pouvons constater un
phénomeéne de redondance dans la fonction de la protéine p56dok avec un autre membre
de cette méme famille, la protéine p62dok. 1l serait envisageable de croire que I’absence
de ces protéines pourrait étre néfaste pour la cellule puisque suite 4 son activation via le
récepteur CD2, la cellule posséderait un mécanisme de régulation négative en moins pour
inhiber la sécrétion d’IL-2, un médiateur de I’inflammation qui active 1’ensemble des

cellules du systéme lymphocytaire (lymphocytes B, lymphocytes T et cellules NK).

Une multitude d’expériences pourraient étre effectuées pour approfondir ce travail
en particulier au niveau des interactions protéiques et de la formation d’homodiméres et
d’hétérodimeres entres autres par la mutation du résidu tyrosine 139 ainsi que par
I’utilisation des protéines de fusion. Ces diverses interactions nous permettraient de
mettre au point un modéle plus complet qui nous aiderait & mieux comprendre les
événements de signalisation qui se succédent aprés une activation du lymphocyte T ainsi
que les mécanismes de rétroaction. La réalisation d’autres mutations sur les résidus
tyrosine de liaison 4 RasGAP (Y299) ou de liaison au site potentiel de liaison de Ick
(Y330) pourraient nous permetire de savoir si d’autres résidus tyrosine participent a
I’inhibition de la signalisation produite par la protéine pS6dok. Des doubles, triples ou
quadruples mutations pour ces résidus tyrosine pourraient également nous donner une
idée des effets additifs ou non produits par ces différents résidus sur la fonction de la
protéine. Aussi, la localisation de la protéine p56dok dans la cellule suite & une activation
via les récepteurs a 1’étude pourrait nous aider & valider le modéle préalablement
proposer. Cela pourrait nous indiquer le déplacement des protéines pS6dok avant,
pendant et aprés une activation. Pour ce faire, des essais de fractionnement cellulaire

ainsi que des marquages des protéines p56dok & la GFP pourraient étre réalisés.
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