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2 Evidence that Lck-mediated phosphorylation of 

p56dok and p62dok may play a role in CD2 

signaling. 

 

 

Cet article a dû être retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.  
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2.1 Mise en contexte de l'article 1 
 

Cet  article  concerne  l'identification   de  substrats  de  p56Lck  outre  ZAP-70  et  les 

ITAMs.   Le but était de démontrer que l'apport de p56Lck dans l'activation du 

lymphocyte T ne se limitait pas à l'activation  de ZAP-70 (Weil, R., Cloutier, J.F. et 

al., 1995).  Notre hypothèse se basait, entre autres, sur une étude menée par Wong et 

al (Wong, J., Straus, D. et al., 1998) où une PTK Syk constitutivement activée a été 

transfectée  dans  des  cellules  T  déficientes  pour  l'expression  de  la PTK  Lck,  les 

cellules J.CaM1.6.    Cette étude indique clairement que la PTK Syk activée parvient à 

rétablir des éléments proximaux de réponse cellulaire tels que  la phosphorylation de 

SLP-76  et  de  Vav.    Néanmoins,  l'expression   de  Syk  activée  dans  les  cellules 

J.CaM1.6 ne rétablit pas certains éléments distaux de la réponse cellulaire comme 

l'augmentation de l'expression du marqueur d'activation des lymphocytes T, CD69 ou 

l'induction  du  gène  IL-2.   Une  autre  étude  de  co-transfection  dans  des  JCaM1.6 

illustre que la présence de la p56Lck est essentielle à la signalisation médiée par ZAP- 

70.   Ici, l'expression  d'une  version modifiée de ZAP-70 ciblée à la membrane 

artificiellement parvient à induire l'activation du facteur de transcription NF-AT 

uniquement lorsqu'il  y a expression de la kinase p56Lck. Spécifiquement, la présence 

des domaines SH2 et SH3 de p56Lck sont requis (Yamasaki, S., Takamatsu, M. et al., 

1996). Ces résultats suggèrent donc qu'il existe vraisemblablement des substrats 

additionnels pour la PTK p56Lck.  La difficulté dans l'identification  des substrats de 

p56Lck provient du contexte d'activation de l'enzyme qui implique invariablement 

l'activation  de plusieurs autres kinases, compliquant ainsi la découverte de substrats 

spécifiques de Lck. 

Les objectifs spécifiques de cet article concernent : 
 

 
 

i)         L'utilisation  d'un  système d'activation  de la PTK p56Lck de manière 

indépendante du TCR.  Ceci dans le but de mettre en évidence des 

substrats phosphorylés par l'action exclusive de la PTK Lck. 

ii)        La caractérisation des événements biochimiques déclenchés suite à la 

phosphorylation de ces substrats. 

iii)  L'identification d'une  voie d'activation  physiologique du lymphocyte 
 

T qui induit la phosphorylation de ces substrats. 
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La  kinase  Lck  est  impliquée  dans  la  signalisation  déclenchée  par  la  ligation  de 

plusieurs récepteurs à la surface des cellules T, par exemple le complexe TCRJCD3 et 

les co-récepteurs CD2 et CD28. L'activation concomitante de plusieurs protéines 

tyrosines kinases suite à la stimulation via ces récepteurs complique l'identification de 

substrats spécifiques à l'activité enzymatique de Lck. Nous avons donc développé un 

système dans lequel l'activation  de Lck est indépendante de la ligation du complexe 

TCRJCD3. Nous montrons que l'activation d'une chimère EGFR/Lck induit la 

phosphorylation spécifique de la p120RasGAP et de deux protéines associées à la 

p120RasGAP, les protéines p56(dok) et p62(dok). L'activation  de la chimère corrèle 

avec une augmentation de la mobilisation de calcium intracellulaire en absence de la 

phosphorylation de ZAP-70 et de la PLCy-1. De plus, nous observons que p62(dok) 

co-précipite avec la chimère activée EGFR/LckF505 et que les protéines dok 

phosphorylées sur tyrosine sont reconnues par le domaine SH2 de Lck in vitro. De 

plus, nous démontrons que l'activation  cellulaire via le récepteur accessoire CD2 et 

non pas via le complexe TCRICD3 induit la phosphorylation de p56(dok) et p62(dok). 

Avec des cellules JCaM1.6, nous démontrons que la phosphorylation CD2 dépendante 

de p56(dok) et p62(dok) requiert la présence de Lck. Nous proposons que la 

phosphorylation de p56(dok) et p62(dok) par Lck de même que leur association SH2- 

dépendante joue un rôle dans la transduction de signaux déclenchée par les récepteurs 

accessoires de la cellule T. 

 
 

Article publié dans: The Journal of Bio/ogica/ Chemist1y, 2000; 275(19): 14590-7 
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4 FUNCTIONAL INTERACTION OF RasGAP-BINDING 
PROTEINS dok-1 AND dok-2 WITH THE TEC 
PROTEIN TYROSINE KINASE 

 

 

 

Cet article a dû être retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.  
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Olive D, Nunès JA. Functional interaction of RasGAP-binding proteins Dok-

1 and Dok-2 with the Tec protein tyrosine kinase.  
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4.1 Mise en contexte de l'article Ill 
 

Tel   que   décrit   dans   les   sections   traitant   des   protéines   de   la  famille   dok,   la 

phosphorylation sur tyrosine des protéines  dok-1 et dok-2 permet leur interaction avec 

différents  récepteurs  tyrosine kinases (RPTKs)  et différentes PTKs.  Notamment, dok- 

1 interagit avec le domaine SH2 de la p56Lck chez les lymphocytes T et avec Bcr-Abl 

dans  des  cellules   myéloïdes   (Yamanashi,  Y.  et  Baltimore,   D.,   1997;   Bhat,   A., 

Johnson,  K. J. et al., 1998;  Nemorin,  J. G. et  Duplay,  P., 2000).    Ces  observations 

indiquent  entre  autres  que  les  kinases  impliquées dans  la phosphorylation de dok-1 

peuvent  interagir  directement avec la protéine  dok-1.   Dans cette optique,  la PTK Tee 

peut induire la phosphorylation de dok-1 suite à la ligation du co-récepteur CD28 chez 

les lymphocytes T ou suite  à la ligation  du  BCR chez  des lymphocytes B (Yoshida, 

K., Yamashita,  Y. et al., 2000).  Sachant que l'interaction entre dok-1 et la kinase Tee 

a déjà été détectée  dans des cellules  myéloïdes  (van Dijk, T. B., van Den Akker, E. et 
 

al., 2000;  Yoshida,  K.,  Yamashita,   Y.  et al., 2000),  nous  avons  déterminé   si  les 

protéines  Tee  et dok-1  interagissent ensemble dans  les lymphocytes T.    Puisque  la 

protéine  dok-1 contribue  aux mécanismes de régulation  négative de l'activation de la 

cellule T stimulée  par CD2 (Nemorin,  J. G., Laporte,  P. et al., 2001),  nous avons aussi 

évalué l'impact de dok-1 sur l'activité de Tee dans des cellules T. 

Les objectifs  du troisième article : 
 

 
 

i)  Déterminer  si les protéines  dok-1  et dok-2  peuvent  s'associer à la kinase 
 

Tee dans des cellules Tet identifier  le mécanisme d'interaction. 

ii)  Évaluer l'impact de dok-1 sur la signalisation Tee-dépendante. 
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Dok-1 et dok-2 sont des membres de la famille de protéines adaptatrices dok.   Ces 

protéines  sont  des  régulateurs  importants  de  la prolifération  cellulaire  et  sont  des 

substrats  de  différentes  protéines  tyrosine  kinases  considérées  comme  des 

oncoprotéines.  Nous démontrons que les molécules dok-1 et dok-2 phosphorylées sur 

tyrosine représentent les protéines majeures associées à la kinase Tee, une protéine 

tyrosine kinase exprimée dans les cellules T.  Nous évaluons ensuite l'impact de dok-1 

et dok-2 sur les cascades de signalisation médiées par Tee dans les cellules T.   Nos 

résultats   indiquent  que  les  protéines  dok-1   et  dok-2  sont  impliquées   dans  le 

rétrocontrôle négatif de l'activité de Tee via l'inhibition de sa phosphorylation et de la 

signalisation  Tee-dépendante.    Dok-1  ou  dok-2  représentent  donc  des  candidats 

potentiels pour exercer le rétrocontrôle de la signalisation phospho-dépendante des 

protéines et par conséquent, sont possiblement impliquées dans le développement des 

tumeurs. 

 
 

Article publié dans : Oncogene, 2004 23 :1594-1598 
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