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RESUME

La tyrosine phosphatase, TC-PTP, est une PTP intracellulaire exprimée de facon
ubiquiste mais retrouvée en plus grande quantité dans les cellules hématopoiétiques. La TC-PTP
est impliquée dans la régulation du systéme immunitaire. En effet, chez des souris déficientes
pour I’expression de la TC-PTP (TC-PTP-/-) on retrouve des défauts au niveau du
développement et des fonctions de plusieurs populations cellulaires hématopoiétiques. En
particulier, des études préliminaires ont permis de démontrer que la prolifération cellulaire des
lymphocytes T et B est inhibée quand les splénocytes totaux isolés de souris TC-PTP-/- sont
stimulés par la Con A et le LPS respectivement. Afin d’étudier plus en détail le role de cette
phosphatase dans 1’activation des lymphocytes, nous avons établi une collaboration avec le

laboratoire du Dr. Michel L Tremblay.

Nous avons montré que le défaut de prolifération des lymphocytes TC-PTP-/- n’est pas
di a une propriété intrinséque des lymphocytes mais plutdt & une population inhibitrice présente
dans les splénocytes totaux. En effet, la purification des lymphocytes isolés a partir de la rate de
souris TC-PTP-/- permet de rétablir leur prolifération. Par ailleurs, les signaux précoces
(augmentation du calcium intracellulaire et phosphorylation sur résidus tyrosine) induits suite a
une stimulation avec un anticorps anti-CD3 ne sont pas altérés dans les lymphocytes TC-PTP-/-.
Nous nous sommes donc intéressés a caractériser la population inhibitrice présente dans la rate
de souris TC-PTP-/-. Différentes populations de la rate des souris TC-PTP-/- ont été purifiées et
testées pour leur capacité a inhiber la proliferation des lymphocytes T isolés a partir de la rate de
souris TC-PTP+/+. Nous avons caractéris€ phénotypiquement et fonctionnellement cette

population inhibitrice. Nous avons montré qu’une population cellulaire enrichie en cellules Gr-1*



isolées de souris TC-PTP-/- supprime la prolifération de lymphocytes T stimulés par un anticorps
anti-CD3. L’inhibition de la synthése d'oxyde nitrique (NO) avec le L-NMMA, un inhibiteur
d'iNOS, rétablit la prolifération des splénocytes totaux TC-PTP-/-. De plus, il y a une corrélation
entre le niveau de NO sécrété et le degré de suppression de la prolifération cellulaire. La
neutralisation de I'IFN-y avec un anticorps spécifique abolit presque complétement 1'activité
inhibitrice des cellules Gr-1* et la sécrétion de niveaux €élevés de NO. Enfin, l'inhibition de la
prolifération cellulaire des lymphocytes T nécessite un contact cellule-cellule pour permettre une
production suffisante de NO. Nos résultats démontrent aussi que les cellules Gr-1* de souris TC-
PTP-/- présentent une sensibilité accrue a I'TFN-y et au LPS comparé aux cellules Gr-1* de souris
TC-PTP+/+. Cette différence dans 1'état d'activation des cellules est reflétée par une
augmentation de l'expression du marqueur membranaire B7.1. Pris ensemble, nos résultats
indiquent que la TC-PTP semble jouer un rdle de régulateur négatif lors de I’activation des
cellules Gr-1*et lors de la signalisation induite par Jak/Stat.

MWavsze Dnuin o o L

S
Etudiantgl / Direc:/t'(e de recherch

§

III



TABLE DES MATIERES

BE&MEWMMWWMMMMWWMMLH

TABLE DES MATIERES........ reenssnssase . cnse IV

INTRODUCTION. ... sasssscessessnnssassnssassansssssssscssessnssnsesnas sasesss . 1

1. ACTIVATION DES LYMPHOCYTES T 6
1.1 REPONSE IMMUNITAIRE SPECIFIQUE ... ..ceiietiiiiiieeieeerrrenenmuiinneessesessnseeeeeeeeseeesnseresessessanes 6
1.2 SIGNALISATION INTRACELLULAIRE.........cutiiiiureriiinreesisieressiueessssseessssseeesnsesssneesssssseenen 7
1.2.1 Le complexe du récepteur a antigénes du lymphocyte T......cccccooevrivennivnnnneneenns 7
1.2.2 Signalisation intracellulaire suite & I’engagement du TCR...........cocccovvereveernnnnnee. 8
1.2.3 Phosphorylation sur résidus tyTOSINE .........ccoeevviiiinieiiiiininiieir e cneree e 9
124 Synapse immunOIOZIQUE ........uuveuiurieeieerriireiiiieiiiiciirireererrtreeee e s ssnreeereeeeeeas 11
2. LES PHOSPHATASES 12
2.1 DEFINITION ET DESCRIPTION ...cccuvtereurerraiueeenieeeessnnsrseesenreesensesssonsenssssessssassssnecesssses 12
2.2 CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DE LA FAMILLEDES PTPS ......ccovvvvvvvirieeieeeeieeeeeees 13
23 CARACTERISTIQUES DU SITE ACTIFDES PTPS.....ccccciiiiiiiiiiciiiiieceeteeeeceeeees 15
24 PTPS CLASSIQUES....cccecutteierieietteeerteessittesseseeessemneessanntessssetesassseessssesssssseessnsaesanes 17
24.1 PTPs transmembranaires impliquées dans la signalisation des lymphocytes T.... 17
24.1.1 CDAS ettt ettt s e re e s s ne e e s an e e s nneas 18

Iv



24.1.2 LAR ettt eae e s b e e se s rne e e e e e e rareaeeeennnrraaeas 20
24.1.3 PTPOU... ettt r et e e e e rre e e e br e e e e e ee b aeeeesaarnaeeeas 20
242 PTPs intracellulaires impliquées dans la signalisation des lymphocytes T .......... 21
24.2.1 PTPs qui contiennent un domaine d’interaction de type SH2 (SHPs).......... 21
242.1.1 SHP-1 (HCP, SHPTP-1, PTPNG6 ou PTP1C)....cccevveeeevirieeicevievee. 22
24.2.1.2 SHP-2 (Syp, PTP1D, SH-PTP2, SH-PTP3 ou PTP2C) ........ccccuueeun....en. 25
24.2.2 FAP-1 (PTP-BAS 0u hPTPIE).....ccccoiiiiiiiiiiiee et cevreee e eeeene 26
2423 Phosphatase de la famille PEP ...........ccccccoooiiiiiiiiiniiniiiireneccice e 27
24.2.3.1 PEP ... ettt ra e s s e st a e e e e e nra e e e e nraneees 27
24232 PTP-PEST (PTP-P19, OU PTPGI) ....coovviiiiiieeecteeeeeeeeereee e 28
2424 HEPTP (LCPTP) c.otteeieiieeeeeettee ettt et e e seetr e e e e eennase e s eeenaeseeseenns 28
2.5 PHOSPHATASES A DOUBLE SPECIFICITE .....cccteeiiieeiieinireerereniteeeneessseseesseeesssessseessssenns 29
2.5.1 PTEN (MMAC ) ..utiiiiiieeciiieeeectiteeeeseciite e aeseetiataee s e ssisbesesesesanbesasessssssssassesanses 30
3. T-CELL PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE (TC-PTP OU MPTP, PTP-S)..cccccccecceenneenee. 32
3.1 DECOUVERTE ET DESCRIPTION ....ccccotturieeeesernrereeesernreeeeeeesisseseessssssessrsssesssssesessssnsnnnes 32
3.2 ROLEDE LATC-PTP ..ottt tte s ste e eeeteee e e s vasesntae s sabaeesebaassanansesanenes 34
321 Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR).......ccoccceevcinviienivennnen. 34
322 Cycle CEIIUIAITE. ......ooeieiiieiecccc ettt te e e sbe e st 36
323 Signalisation induite par €S CYLOKINES .......ccoceereerreiiieriieniieniieesieeecieesereeinens 37
33 ROLE DE LA TC-PTP DANS LE SYSTEME IMMUNITAIRE .......ccccvtvriveeeeenreeeinreeeninneeennnns 39
3.3.1 Modele d’étude: Souris déficientes pour la TC-PTP [3] ....ccccceevvnirriviinerriinennns 39
3.3.2 PhENOLYPE ...ttt et e st ee s e e e e s rne e s e e e e aeeenes 40
333 Développement et fonctions des lymphocytes T........cccccovveinvirinieeniiinienniiennns 41
334 Développement et fonctions des lymphocytes B .........cccoveeeviiiniiinviennieinieenns 41
335 HEMALOPOTESE ....cevuvieniriieiiieiiteniteesrite et e te s et e e esbeeestaesesessnsaaessssanssesssesannsenas 43
4. INHIBITION DE LA PROLIFERATION DES LYMPHOCYTES 43
4.1 OXYDE NITRIQUE (INO) ...coiiiiiiieiieiccitittrtrieteee e eeeeeeeeeeeeeeeeessesansbessssessaneeeessesssessnnnns 44
4.1.1 Principales caractéristiques du NO........ccccoooeiiiiiiiiiiiniiierieneeenre e 44
4.1.2 REgulation d’INOS ........ooiiiiiiieiieceecee ettt eeta e ae e s tre e sbaeene s 45
4.1.2.1 Interféron-gamma (IFIN-Y).....cccceiiiiiiiirrieereciree e seinee e sseree s eae s e eneee s 45
4.3 CYTOKINES INHIBITRICES ET AUTRES MEDIATEURS ........utetiiierieeenrrereerrreeseesnnessssesssnns 47
4.4 CELLULES MYELOIDES SUPPRESSIVES (MSC).....cuttiiiiiiieiieeieserteeeeenreeseereeeenneeenennes 48
ARTICLE....cccccoousisonennnasssens seessasesssssenssssassssssassssassssnsssessssansasssasessassasses .50
PARTICIPATION DES AUTEURS 51
ABSTRACT .. 53




INTRODUCTION... 54

MATERIALS AND METHODS 56
RESULTS 59
DISCUSSION 63
ACKNOWLEDGMENTS 66
REFERENCES .... 67
FOOTNOTES 71
FIGURES AND FIGURE LEGENDS 72

DISCUSSION.....ccussrssensensnessessesenssssssessasens I prensensssssessans .89
LISTE DES REFERENCES ......0c000n0n0ne0nes esnsessnssnsssnsss 97
APPENDICE A ....ooconisnceeecenssnssnssssssnsanssassassasssssssssas sens : essassussnssassnsses 120
APPENDICE B.......occoooerrcsrssoessessnsesssasnnee essesssesnissesnssessnsssssssansans e 122

VI



Liste des tableaux et des figures

Tableau A : Caractérisation de la population lymphocytaire chez des souris TC-PTP-/- au jour

21 @PAPIES 3 oottt ettt e bt st e e st e e e st e entn e e e baeeste e treenns 42
Figure A: Signalisation intracellulaire induite suite a 'engagement du TCR............................. 10
Figure B: Représentation schématique de différentes phosphatases.........ccccceeevuveeviiiccieecnncnnen. 14
Figure C: Schéma du mécanisme catalytique des phosphatases...........cccoceveevieecrieenireenneeennenne, 16
Figure D: Représentation schématique des deux isoformes de 1a TC-PTP ........c..cccccevverennnnn, 33
Figure E: Signalisation induite par I'TFN=Y....c..coceiviiiiiiriinnierieceieecite e ssieesiressneesnae e 47

Figure 1: Purified T and B cells from TC-PTP-/- splenocytes proliferate after mitogen
SHIMUIALION ..ottt s et e e s e s eaneea 72

Figure 2: CD3-induced tyrosine phosphorylation and calcium response is not affected in T cells
frOmM TC-PTP-/= IMICE ...c.eeeiiiiiieiieiieiiteete ettt et ettt et e e s st e s e e st e s e s ae e e ssaesnsenes 74

Figure 3: Gr-1" cells purified from splenocytes of TC-PTP-/- mice inhibit T cell proliferation .76
Figure 4: Involvement of IFN-y and NO secretion in Gr-1" immune suppression..................... 78

Figure 5: Preactivation of T cells prevents the inhibition of their proliferation by Gr-1" cells
FrOM TC-PTP-/- MICE ...ceeiitiiiiiiiceieeitenie et etteste st e ste et e st e sbe e s st esstesaassaasssessessnensanes 79

Figure 6: Suppression of T cell proliferation by Gr-1% cells purified from TC-PTP-/-
splenocytes requires a cell-Cell CONtaCt...........eeeeviiiiiriiiiiiiiii e 80

Figure 7: Gr-1* cells do not accumulate in the spleen of TC-PTP-/- mice ........ccceeeverirrenenne. 82

VII



Figure 8: Functional and phenotypic characterization of Gr-1" cells isolated from TC-PTP-/-

Figure 9: Les cellules DX5" ne sont pas impliquées dans 1’inhibition de la prolifération des
cellules par les splénocytes de souris TC-PTP-/-........ccccccevvuieeieeniirirerrieeceeeeeeeeee e 87

Figure 10: Les cellules T purifiées de splénocytes TC-PTP-/- produisent plus d'TFN-y que les
cellules T purifiées de splénocytes TC-PTP+/+ ......cccccevveiiriiiiinieciiiiiriicsrecsiee e seee e, 88

VIII



LISTE DES ABREVIATIONS

aa. acide aminé
ADNc : ADN complémentaire
ARNm: ARN messager

BMDM: Bone Marrow-Derived Macrophage

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité

ch Cluster of Differentiation

CDK : Cyclin-Dependant Kinase

Con A : Concanavaline A

CPA Cellule Présentatrice d’ Antigénes

ERK : Extracellular-signal Regulated Kinase

GRB2 : Growth factor Receptor-Bound protein 2
HePTP: Hematopoietic Protein Tyrosine Phosphatase
IFN Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

iNOS : inducible Nitric Oxide Synthase

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
kDa : kilodalton

LPS : Lipopolysaccharide

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase

MKP MAP Kinase Phosphatase

NF-xB : Nuclear Factor-xB

IX



NK
NO
PKB
PI3-K:
PLC-y :
PTK
PTP
SCID :
Ser
SFK
SH2
SOS
STAT :
TC-PTP:
TCR
TGF-f:
Thr
TNF-au:

Tyr

Natural Killer

Oxyde nitrique (ou monoxyde d’azote)
Protein Kinase B

Phosphatidylinositol 3-kinase

Phospholipase C gamma

Protéine Tyrosine Kinase

Protéine Tyrosine Phosphatase

Severe Combined Immunodeficiency Disease
Sérine

Src Family Kinase

Src Homology domain 2

Son Of Sevenless

Signal Transducer and Activator of Transcription
T-Cell Protein Tyrosine Phosphatase

T-Cell Receptor

Transforming Growth Factor-beta

Thréonine

Tumor Necrosis Factor-alpha

Tyrosine






INTRODUCTION



La phosphorylation sur résidus tyrosine est un mécanisme de contréle majeur dans les
phénomenes cellulaires tels que la croissance cellulaire, la prolifération, le métabolisme, la
différenciation et la motilité. Ce faisant, l'activité des enzymes qui régit le niveau de
phosphorylation, les protéines tyrosine kinases (PTKs) et les protéines tyrosine phosphatases
(PTPs), se doit d'€tre régulée de fagon précise. La régulation anormale de cette phosphorylation
sur résidus tyrosine peut mener a une variété de maladies [1]. Il est donc important de
comprendre comment la spécificité et les fonctions des membres des deux familles d'enzymes
sont régulées. Jusqu'a récemment, la plupart des études de phosphorylation sur résidus tyrosine
ont porté sur les PTKs. La caractérisation des PTPs a avancé a un rythme plus lent.
Premiérement, 1'étude de 1'activité phosphatase des PTPs était plus ardue a cause de la difficulté a
identifier leur(s) substrat(s). Deuxiémement, les chercheurs croyaient, a tort, que les PTPs étaient
peu nombreuses, présentaient une faible spécificité envers leur(s) substrat(s) et n'avaient qu'un
role de second ordre lors de la signalisation cellulaire. Il est maintenant clair que les PTPs
forment une grande famille regroupant des enzymes apparentées qui sont sujettes a des modes de
régulation trés précis et qui jouent des roles importants dans le contrdle d'une vaste gamme de

voies de signalisation.

La "T-cell protein tyrosine phosphatase" (TC-PTP) est une phosphatase intracellulaire qui
est exprimée de fagon ubiquiste (revue dans [2]). Toutefois, la TC-PTP est retrouvée en plus
grande quantité dans les cellules hématopoiétiques ce qui peut laisser présager un rdle important
pour cette phosphatase dans ces cellules. Des souris déficientes pour I’expression de la TC-PTP
présentent des altérations majeures dans les cellules hématopoiétiques [3]. Ces défauts sont
principalement manifestés par une splénomégalie, lymphoadénopathie et diminution de la
cellularité dans la moélle osseuse. L’important défaut retrouvé au niveau de la moélle osseuse et

qui est dii a une déficience des cellules stromales, résulte en une incapacité de ces cellules



soutenir le développement normal des lymphocytes B et des érythrocytes mais ne semble pas
affecter le développement des cellules myéloides. La présence normale dans la rate et le thymus
du nombre de lymphocytes T ainsi que du rapport CD4*/CD8" laisse croire 4 un développement

normal des lymphocytes T.

En plus de son rdle dans I’hématopoiése, la TC-PTP semble impliquée dans la régulation
des fonctions des lymphocytes puisqu’il y a un défaut spécifique dans la prolifération des
lymphocytes T et B spléniques de souris TC-PTP-/- suite a une stimulation avec de la Con A et
du LPS respectivement [3]. Récemment, la TC-PTP a aussi été impliquée dans la signalisation
induite par les cytokines en régulant négativement Jak1 et Jak3 [4]. En accord avec ces résultats,
en réponse a I'IFN-y, il y a hyperphosphorylation de Jak1 et une expression élevée d’iNOS dans
des BMDMs de souris TC-PTP-/- [4]. La TC-PTP a également été associée comme étant un
régulateur positif de la prolifération cellulaire lors de la progression de la phase G1 du cycle

cellulaire a travers la voie NF-kB chez des fibroblastes embryonnaires murins [5].

L’absence de prolifération des lymphocytes de la rate de souris TC-PTP-/- peut étre due 2
un défaut des lymphocytes eux-mémes ou a la présence de cellules capables d’inhiber leur
prolifération. Il y a de nombreuses situations ol une inhibition de la prolifération lymphocytaire
est observée: maladie de la réaction du greffon contre I'hdte ("Graft-versus-host disease"), souris
immunisées avec des vaccins viraux, bactéries et parasites, souris traitées avec des
superantigénes, et des souris qui présentent des tumeurs [6-12]. Ce phénomeéne est associé a des
cellules myéloides suppressives qui expriment le marqueur granulocytaire-monocytaire Gr-1
(Ly-6G). 11 a été démontré que ces cellules immunosuppressives sont capables d’inhiber la
prolifération cellulaire des lymphocytes T induite par une stimulation par des anticorps anti-CD3

ou avec différents mitogénes.



Plusieurs médiateurs solubles incluant certaines cytokines, les prostaglandines, les
intermédiaires d’oxygéne réactif, le peroxyde d’hydrogéne et le NO ont €t€ impliqués dans ce
mécanisme d’inhibition. Le NO semble jouer un rdle majeur dans ce phénoméne
d'immunosuppression. Dans les cellules myéloides, le NO est produit par ’enzyme inductible
NO synthase (iNOS) qui permet la conversion de la L-arginine en L-citrulline (revue dans [13]).
L’ARNm codant pour iNOS ainsi que la protéine correspondante sont induits par une variété de
stimuli tels que I'TFN-y, TNF-q, IL-2 et le LPS dans les macrophages [13-17]. Le NO est requis
pour maintenir les fonctions physiologiques normales alors qu’une production excessive de NO
sera responsable de 1’apparition de problémes physiologiques ainsi que certaines pathologies. 11

est donc trés important que 1’expression d’iNOS soit régulée.

L’objectif de mon projet de maitrise consistait & déterminer si la TC-PTP était impliquée
dans la signalisation induite chez les lymphocytes T. Le modéle employé pour permettre de
mener 2 bien cet objectif a été la souris déficiente pour I'expression de la TC-PTP. Toutefois,
suite aux résultats préliminaires qui ont montré que les lymphocytes TC-PTP-/- sont capables de
répondre de fagon normale & une stimulation & I’aide d’anticorps anti-CD3, I’emphase de la
recherche a été redirigée sur la population inhibitrice qui inhibait la prolifération cellulaire des
lymphocytes. Les différentes expériences effectuées avec ces souris ont permis I’identification
d’une population Gr-1" purifiée de la rate qui inhibe la prolifération des lymphocytes suite & une

forte production de NO aprés une stimulation par le LPS et/ou I'I[FN-y. Ainsi, la TC-PTP pourrait

étre impliquée dans la régulation négative de I’activation des cellules Gr-1".
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1. Activation des lymphocytes T

1.1 Réponse immunitaire spécifique

Les lymphocytes T de I’organisme sont généralement au repos et requiérent une
stimulation antigénique pour progresser a travers le cycle cellulaire. Pour étre complétement
activés, et ainsi permettre entre autres leur prolifération et la sécrétion de cytokines, les
lymphocytes T naifs doivent entrer en contact avec des cellules accessoires, aussi connues
comme des cellules présentatrices d’antigénes (CPAs). Les macrophages activés et les cellules
dendritiques sont les cellules les plus importantes de cette catégorie [18]. En plus de fournir le
premier stimulus pour I’activation des lymphocytes T, c’est-a-dire un peptide antigénique
présenté par la molécule du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), les CPAs
professionnelles peuvent apporter un microenvironnement favorable de stimuli tels que I’apport
de cytokines, chemiokines et molécules de costimulations [19]. La génération d’une réponse
immune spécifique effective nécessite 1’activation, et subséquemment 1I’expansion rapide de
lymphocytes spécifiques a un antigéne. Ainsi, les lymphocytes T vont proliférer rapidement suite
a I’exposition a un immunogeéne, et apres un pic de réactivité qui survient entre 4 a 8 jours apres
la premiére rencontre antigénique, leur activité diminue pour donner lieu a la réponse mémoire.
Les raisons qui expliquent cette rapide disparition de I’activité des lymphocytes T ne sont pas
complétement connues mais certaines études suggérent 1’importance du phénoméne de
I’apoptose passive (manque de facteurs de croissance tel que I’IL-2) ou active [20]. Les réponses

spécifiques produites par les lymphocytes T suite a la rencontre de l'antigéne nécessitent donc



que les récepteurs sur ces cellules reconnaissent le peptide antigénique et permettent I’initiation

d’une série d’événements de signalisation intracellulaire qui permettront d'activer la cellule.

1.2  Signalisation intracellulaire

1.2.1 Le complexe du récepteur a antigénes du lymphocyte T

Le récepteur de la cellule T (TCR) comprend généralement les sous-unités o/p alors
qu’un autre type de TCR retrouvé sur une petite proportion de lymphocytes T est composé des
sous-unités ¥/d. Le TCR permet la reconnaissance d'un peptide lié au CMH mais la traduction
des signaux est permise grice a cinq autres protéines transmembranaires qui sont associées de
fagon non-covalente avec I’hétérodimere o/ ou y/8. Trois de ces protéines sont des molécules
du CD3 et sont nommées; chaines &, ¥, et 8. Deux hétérodiméres sont présents 2 la surface du
lymphocyte T soit €y et 5. Un homodimére de chaines {ou un hétérodimére de chaines
€ et reliées par un pont disulfure fait également partie du complexe du TCR chez la souris. En
plus du TCR, des molécules accessoires contribuent & I’activation cellulaire : premiérement en
fonctionnant comme co-récepteurs (i.e. CD4 et CD8); deuxiémement en augmentant I’avidité de
I’interaction avec I’antigéne ou la CPA (exemple : LFA-1); ou, troisifmement en induisant des
signaux de signalisation indépendants qui vont influencer la réponse cellulaire (exemple : CD2 et
CD28). Les co-récepteurs comme CD4 et CD8 contribuent directement a la formation du
complexe entre le TCR et la CPA qui contient un peptide, ce qui permet d’augmenter I’intensité
de I'interaction. De plus, ces co-récepteurs contribuent également a I’initiation de signaux. Ces

signaux, qui permettent I’intégration des changements qui surviennent dans 1’environnement



by

externe de la cellule et de sa réponse face a ces changements, se font entre autres par
I'intermédiaire de la phosphorylation sur résidus tyrosine. Bien que la phosphorylation sur
résidus tyrosine soit importante dans 1’initiation des réponses cellulaires produites par le TCR,
aucune activité protéine tyrosine kinase n’est attribuée au TCR ou aux molécules accessoires. En
effet, le TCR active plutdt des PTKs cytoplasmiques, comme Lck, qui sont requises pour initier
la signalisation suite a I’engagement du récepteur a antigénes pour induire la phosphorylation de

cibles en aval (revue dans [21]).

1.2.2 Signalisation intracellulaire suite a ’'engagement du TCR

La liaison du TCR par un antigéne peptidique présenté dans le contexte d’une molécule
du CMH déclenche une cascade de signalisation qui va mener a I’activation de la cellule T [21].
L’événement qui permet de déclencher la cascade de signalisation est I’activation de 1a protéine
tyrosine kinase de la famille Src (SFKs), Lck, qui peut étre associée dans la cellule avec les
molécules de co-stimulation CD4 et CD8 [22]. Un fait important a noter et qui sera discuté plus
en détail dans une autre section, est que Lck devient active seulement lorsque la protéine tyrosine
phosphatase CD45 déphosphoryle son site de régulation négative. Lck, une fois activée, va
phosphoryler les "immunoreceptor tyrosine-based activation motifs" (ITAMs) présents dans la
partie intra-cytoplasmique des chaines { et les sous-unités du CD3 g, 8, et ¥ du TCR. Un ITAM
est compos€ d’environ 26 acides aminés, pour la plupart non-conservés, parmi lesquels la
séquence tyrosine-X-X-leucine est présente 2 fois et est séparée par 6 a 8 résidus, ol X
représente un acide aminé non-spécifique. Les ITAMs, une fois phosphorylés, vont permettre
I’association a ces résidus tyrosine phosphorylés de ZAP-70, une PTK exprimée exclusivement

dans les cellules T et NK [23], via son tandem de domaines d’homologie a Src-2 (SH2). Les SH2



sont reconnus pour s’associer a des résidus tyrosine phosphorylés [24]. Une fois associée aux
ITAMs, ZAP-70 sera activée et il y aura autophosphorylation ce qui permettra I'association de
Lck a ZAP-70 via ses propres domaines SH2. Lck permettra d’augmenter Iactivité catalytique
de ZAP-70 en phosphorylant sa boucle d’activation [25, 26]. Ce processus permettra la
phosphorylation des substrats de ZAP-70 dont SLP-76 et LAT [27, 28] et pourra induire et/ou
amplifier I’activation d’autres PTKs, comme celles de la famille Src ou Tec qui interviennent
apreés ZAP-70 dans la cascade de signalisation cellulaire [29]. L’ augmentation de I’activité PTK
résultante menera a la phosphorylation de protéines adaptatrices et d’enzymes, ce qui facilitera la
stimulation des voies de signalisation en aval. Ces événements incluent la voie du
phosphatidylinositol, I’activation de Ras et I’activation de plusieurs sérine/thréonine kinases et
phosphatases et se terminera par I’activation du lymphocyte T avec la transcription de nouveaux
genes, la réorganisation du cytosquelette, la production de cytokines et/ou la prolifération (voir

figure A).

1.2.3 Phosphorylation sur résidus tyrosine

La phosphorylation sur résidus tyrosine joue donc un réle central et critique dans la traduction de
I'information environnementale en réponse cellulaire. Les événements décrits précédemment
sont initiés trés rapidement suite 4 la rencontre du lymphocyte T avec ’antigéne. En effet,
I’augmentation de la phosphorylation sur résidus tyrosine est détectable en quelques secondes
suite a ’engagement du TCR [30]. De plus, les inhibiteurs des PTKs empéchent I’activation de
la cellule T, alors que les inhibiteurs des PTPs peuvent activer les cellules T au repos méme en
I’absence d’autres stimuli [30, 31]. Ainsi, le maintien des cellules T dans un état de TepOos est un

processus actif qui nécessite un équilibre dynamique entre les PTKSs et les PTPs. L’activation de
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la cellule T représente donc un changement dans cet équilibre. La régulation dynamique de la
phosphorylation des protéines tyrosine est cruciale pour plusieurs processus cellulaires tels que la
croissance cellulaire, la différenciation, la migration et la mort. Dans le systéme immunitaire, la
régulation précise et coordonnée de cet équilibre est nécessaire pour une réponse rapide contre
les antigénes étrangers alors qu’un débalancement entre les PTKs et les PTPs peut avoir des

conséquences pathologiques comme I’auto-immunité et I'immunodéficience [1].

1.2.4 Synapse immunologique

La ségrégation active des composants de la cascade de signalisation, particuliérement les
PTKs et les PTPs, est un mécanisme puissant pour la régulation réciproque de la phosphorylation
sur résidus tyrosine. Des études récentes suggérent que la localisation sub-cellulaire des PTKs et
des PTPs et de leurs substrats change avec 1’état du développement et d’activation des
lymphocytes T [32]. Ce changement observé dans la membrane cellulaire est causé par
I"apparition de sous-domaines membranaires enrichis en glycosphingolipides, cholestérol et
autres lipides spécialisés et ont été identifiés et nommés "glycosphingolipids-enriched micro
domains" (GEMs), "detergent-insoluble glycolipid-rich membranes" (DIGs) ou "lipid rafts". De
nombreuses études indiquent que certaines protéines comme LAT, Ras et Lck, sont associées
ces micro-domaines alors que CD45 et ZAP-70 en sont exclues dans des cellules T au repos [32].
L’activation des cellules T permet le recrutement aux micro-domaines de composants
additionnels de signalisation comme le TCR et les membres de la famille Syk/ZAP-70. La
phosphatase CD45, quant a elle, reste toujours exclue des micro-domaines. L’agrégation des

micro-domaines peut s’effectuer a I'interface de la cellule T et de la cellule présentatrice
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d’antigénes lorsqu’une synapse immunologique, i.e une surface de contact organisée, se crée.
Ainsi, une localisation sub-cellulaire régulée meénera a des altérations locales au niveau de la
concentration en enzymes et en substrats, ce qui pourra amplifier la réponse aux signaux externes

et modifier le seuil d’activation requis pour I’activation des cellules T.

2. Les phosphatases

2.1 Définition et description

La grande famille des PTPs comprend des enzymes qui sont parentes et qui sont sujettes
des modes sophistiqués de régulation. Elles jouent des rdles critiques dans un grand nombre de
voies de signalisation ce qui leur permet d’augmenter ou de diminuer la réponse des
lymphocytes. Les PTPs sont trés spécifiques, non-seulement pour des protéines phosphorylées
particulicres mais également pour des substrats non-protéiques (exemple : phospholipides). De
plus, elles sont spécifiques pour des sites de phosphorylation particuliers. Trois roles importants
peuvent étre attribués aux PTPs : garder une protéine cible non-phosphorylée afin de ne pas
envoyer de signal, recycler une protéine cible phosphorylée aprés I’initiation du signal et
finalement, activer une protéine cible qui devient active lorsqu’elle est déphosphorylée. Ainsi,
les PTPs peuvent réguler positivement ou négativement les PTKs en déphosphorylant leurs sites
spécifiques de régulation de phosphorylation sur résidus tyrosine [33]. De plus, quelques PTPs
sont aussi phosphorylées par des PTKs ce qui permet de conclure que les interactions PTKs et

PTPs peuvent étre complexes [34]. Dans cette partie qui traite des phosphatases, une emphase
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sera portée sur les PTPs qui ont un rdle & jouer dans la signalisation induite chez les lymphocytes

T.

2.2 Caractéristiques structurales de la famille des PTPs

Les membres de la superfamille des PTPs sont caractérisés par la présence d’un motif
signature, H-C-X-X-G-X-X-R; et ils peuvent étre classifi€s soit comme étant une PTP classique
phosphotyrosine (pTyr) et des résidus phosphosérine (pSer)/phosphothréonine (pThr). Toutefois,
une phosphatase particuliére, PTEN, posseéde le motif signature des PTPs mais déphosphoryle
des phospholipides inositol [35]. Des exemples de PTPs appartenant 4 ces 2 familles sont
illustrés dans la figure B. Les PTPs classiques (exemple : PTP1B et CD45) contiennent un ou
deux domaines PTP et des séquences conservées de 240-250 acides aminés qui entourent le
motif signature. La structure du site actif des PTPs classiques, en particulier la profondeur de ce
enzymes classiques peuvent €tre par la suite divisées selon leur localisation; transmembranaire
("receptor-like") et cytoplasmique. Sur la base des séquences qui entourent leur(s) domaine(s)
PTPs, les PTPs peuvent étre encore subdivisées. Ces domaines adjacents au domaine catalytique
régulent I’activité des PTPs, soit directement ou indirectement, en fournissant des sites

d’interaction pour d’autres protéines régulatrices ou protéines cibles.
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2.3 Caractéristiques du site actif des PTPs

Tous les membres de la superfamille des PTPs utilisent le méme mécanisme catalytique,
dans lequel un résidu cysteinyl dans le motif signature exécute une attaque nucléophile sur le
groupe phosphate du substrat. De plus, un résidu invariant d’acide aspartique (Asp) joue deux
r6les critiques dans la catalyse. Premi¢rement, il agit comme un acide général, en protonéant le
groupe phénolate qui reste sur le substrat. Deuxiémement, il sert comme une base générale, en
activant une molécule d’eau a promouvoir I’hydrolyse de I’intermédiaire cysteinyl-phosphate.
Dans les PTPs classiques, un résidu tyrosyl forme un coté de la dépression, déterminant la
profondeur de la poche et contribuant ainsi a la spécificité absolue des PTPs classiques pour les
protéines phosphorylées sur résidus tyrosine. Seulement la chaine latérale d’un résidu pTyr d’un
substrat cible est suffisamment longue pour étre accessible au résidu cysteinyl nucléophile quand
celui-ci est inséré dans le site catalytique; les chaines latérales des résidus pSer et pThr étant trop
courtes pour €tre déphosphorylées. Une autre caractéristique importante est le changement
dramatique de conformation qui se produit suite a la liaison du substrat. En absence de substrat,
le site actif adopte une conformation "ouverte" dans laquelle ’acide aspartique est dirigée en
direction inverse du site actif, ce qui I’empéche de servir de donneur de protons. Suite 2 la liaison
du substrat, le site actif se ferme autour de la chalne latérale du résidu pTyr. Dans cette
conformation "fermée", la boucle qui contient le résidu d’acide général a bougé de sorte que le
résidu Asp est repositionné pour ses fonctions catalytiques. Ceci permet également de juxtaposer
le résidu Asp a coté du groupe phosphate chargé négativement, ce qui limite la stabilité du

complexe enzyme-substrat (revue dans [36]) (voir figure C).
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C’est en se basant sur les caractéristiques structurales du site actif des PTPs discutées
précédemment que le développement de mutants dominants négatifs qui séquestrent leur(s)
substrat(s) a été réalisé. Cette mutation rend I’enzyme catalytiquement inactive alors que
Iaffinité pour son substrat reste inchangée [37, 38]. Les mutants dans lesquels le résidu d’acide
aspartique est changé pour une alanine (mutants Asp—Ala) présentent ces propriétés. Ainsi les
mutants peuvent former des complexes stables avec des substrats qui sont phosphorylés sur
résidus tyrosine [37]. De tels complexes peuvent étre purifiés et le substrat correspondant
identifi€. Cette méthode a permis I’identification de différentes protéines cibles possibles pour

plusieurs PTPs.

2.4 PTPs Classiques

2.4.1 PTPs transmembranaires impliquées dans la signalisation des
lymphocytes T

Les PTPs transmembranaires ou “receptor-like”, comme leur nom l'indique, étaient
pergues comme des récepteurs dont la spécificité biologique découlait en grande partie de leur(s)
ligand(s). Cependant, les ligands pour la plupart de ces PTPs transmembranaires ne sont pas
clairement définis. De plus, les conséquences de la liaison des ligands 4 ces PTPs pour lesquels
les ligands existent, restent encore indéfinies. Plusieurs PTPs transmembranaires jouent le role de
molécules d'adhésion cellulaire et sont impliquées dans la régulation du contact cellulaire. CD45
est la PTP transmembranaire dont les roles ont été les mieux définis. Trés peu d'informations

sont disponibles sur le réle que joue les autres PTPs transmembranaires chez le lymphocyte.
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2.4.1.1 CD45

CDA45 est une phosphatase transmembranaire qui se retrouve sur toutes les cellules
hématopoiétiques nucléées. L’épissage alternatif des différents exons codant pour des séquences
du domaine NH,-terminal du géne de CD45 donne lieu a I’existence de différentes isoformes de
CD45 (180-235 kD) qui sont exprimées selon le type de cellules et leur état d’activation (revue
dans [39]). CD45 posséde deux domaines intracellulaires, le domaine proximal (D1) contient
’activité phosphatase alors que le domaine distal, D2, ne semble pas avoir une activité
catalytique significative (voir figure B). Cependant, le domaine D2 est requis pour une
conformation adéquate de la protéine et/ou le recrutement des substrats. Jusqu’a présent aucun
ligand spécifique a CD45 n’a été trouvé et aucune information n’est connue sur I’implication du

domaine extracellulaire dans la régulation des fonctions de CD45.

Il est maintenant bien connu que CD45 est un régulateur clé dans la signalisation induite
par les récepteurs a antigenes des cellules B et T. En effet, des lignées cellulaires de lymphocytes
T et B déficients pour CD45 [40, 41] sont incapables de répondre suite & une stimulation via
leurs récepteurs a antigénes. Des patients ayant une déficience au niveau de la protéine CD45
présentent une immunodéficience sévere (SCID) [42]. Des souris déficientes pour CD45, quant a
elles, ont un défaut important au niveau du développement et des fonctions des lymphocytes T et
B [43, 44]. Les protéines clairement définies comme étant les cibles de CD45 dans la cascade de
signalisation induite suite a ’activation du TCR font partie de la famille SFK. En plus des SFKs,
il a été suggéré que CD45 peut déphosphoryler ZAP-70 [45] et la chaine { du CD3 [46], mais ces
derniéres données sont controversées. Les SFKs sont régulées par une phosphorylation sur

résidus tyrosine sur deux sites : un site C-terminal inhibiteur et un site d’auto-phosphorylation
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activateur. Le résidu tyrosine phosphorylé de la partie C-terminale des SFKs est intimement
associ€é avec son propre domaine SH2 [47]. Cette interaction intra-moléculaire impose une
conformation a la protéine qui rend le site catalytique de la tyrosine kinase inactif. La
déphosphorylation de ce résidu pTyr par CD45 augmente I’activité kinase de la SFK. Ainsi,
puisque CD45 peut déphosphoryler le site de régulation négative des SFKs comme Lck et la
rendre active, CD45 a donc un réle positif dans cette voie de signalisation [48, 49]. Le site de
régulation négative de Lck est phosphorylé par la kinase Csk [50]. Les actions contraires
qu’exercent Csk et CD45 sont des bons exemples de I'importance de la balance des PTKs et
PTPs dans les cellules. Bien que CD45 puisse agir comme un régulateur positif, elle peut
également avoir un réle négatif en modulant 2 la baisse I’activité de Lck en déphosphorylant le
résidu tyrosine dans le domaine kinase. [51]. CD45 peut également déphosphoryler le résidu
tyrosine situé a I'intérieur du domaine kinase d’autres SFKs telles que Hck et Lyn ce qui lui
permet de réguler négativement la voie de signalisation d'adhésion des macrophages induite par
les intégrines. CD45 peut donc opérer comme un régulateur positif ou négatif des SFKs selon le

type cellulaire et le contexte de la réponse cellulaire.

Des données récentes démontrent que CD45 peut agir sur d’autres substrats et est
impliquée dans la signalisation des récepteurs de cytokines [52]. Les protéines Jaks s’associent
avec la partie intracytoplasmique des récepteurs de cytokines et sont activées suite A leur auto-
ou trans-phosphorylation en réponse a la liaison des cytokines a leur récepteur [53]. CD45 est
une Jak phosphatase qui régule négativement I’activation des récepteurs induite par des
cytokines et des interférons. 11 a été démontré que CD45 peut directement déphosphoryler et
inactiver in vitro les 4 membres de la famille Jak; Jakl, Jak2, Jak3 et Tyk2 [52].
Conséquemment, la déphosphorylation des Jaks par CD45 se répercute sur la phosphorylation

des Stats qui sont des facteurs de transcription activés par les Jaks. Ces derniers ne pourront pas
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former des diméres puisque leur formation nécessite la phosphorylation des Stats sur résidus
tyrosine, ce qui empéchera leur translocation au noyau et de ce fait, ne pourront pas permettre la

transcription de certains génes cibles.

24.1.2 LAR

LAR est une protéine qui est principalement impliquée dans les adhésions focales [54] et
la migration des cellules grace a son association avec LIP.1 "LAR-interacting protein" et a la
protéine multi-domaine Trio respectivement (voir figure B). Trio est une large protéine qui est
composée entre autres des domaines ayant une activité facteur d’échange de nucléotide guanine
(GEF) spécifique pour la protéine Rac GTPase et pour la protéine Rho GTPase. Les petites
protéines G, Rho et Rac, sont généralement impliquées dans la réorganisation du cytosquelette.
L'implication de LAR au niveau de la signalisation des lymphocytes est moins bien connue. Une
étude récente propose que LAR pourrait étre un candidat potentiel pour étre une Jak phosphatase,
ce qui pourrait lui attribuer un rdle dans la signalisation induite par les cytokines [52]. Une étude
portant sur des souris déficientes pour la protéine LAR démontre que cette derniére ne semble
pas essentielle pour le développement des cellules de l'organisme car ces souris déficientes

semblent normales [55].

2.4.1.3 PTPa

PTPo posseéde un petit domaine extracellulaire de 123 acides aminés connectés a 2

domaines cytoplasmiques PTP dont seulement D1 est significativement actif in vitro et in vivo
(voir figure B). PTPo est phosphorylé sur résidus tyrosine in vivo et lie la protéine adaptatrice

Grb2, ce faisant, PTPa pourrait réguler la signalisation induite par Grb2 [56, 57]. Grb2 est une
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protéine adaptatrice connue pour son habileté a lier Sos, une protéine GEF spécifique pour Ras.
Cependant, Grb2, une fois liée 4 PTPa ne peut plus lier Sos. L’implication de la liaison Grb2 2
PTPa, n’est pas précisément définie. Ce qui a été suggéré récemment par une nouvelle étude
c’est que cette association pourrait permettre de faciliter la liaison de PTPo & Src et ainsi
permettre la déphosphorylatin du site de régulation négative de Src [58]. En effet, PTPo a été
démontré comme pouvant déphosphoryler le site de régulation négative des SFKs dans des

études de surexpression [59] et chez des souris déficientes pour la PTPo. [60, 61].

2.4.2 PTPs intracellulaires impliquées dans la signalisation des lymphocytes T

Une attention particuliére a été portée sur les phosphatases dont I'implication au niveau
des lymphocytes T a déja été démontrée. Pour une liste exhaustive des PTPs intracellulaires

connues jusqu'a maintenant, vous pouvez consulter Mustelin et collaborateurs [62].

2.4.2.1 PTPs qui contiennent un domaine d’interaction de type SH2 (SHPs)

Deux SHPs avec des roles biologiques distincts sont retrouvées chez les mammiféres [63,
64]. SHP-1 est exprimé de fagon prédominante dans les cellules hématopoiétiques alors que
SHP-2 est exprimée de fagon ubiquitaire [64, 65]. Ces deux SHPs sont trés semblables avec une
homologie de séquence d’environ 60% et partagent la méme organisation structurale (voir figure
B). Les SHPs ont la particularité de posséder deux domaines SH2. Un domaine SH2 est constitué
d’environ 100 acides aminés et démontre une trés grande affinité pour des séquences cibles qui
contiennent des résidus tyrosine phosphorylés [66]. Dans la plupart des cas, les SHPs sont
recrutées par leurs domaines SH2, a des récepteurs ou 2 d’autres protéines. 'Les domaines SH2

sont retrouvés dans diverses protéines de signalisation et dirigent I’association de ces protéines
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de signalisation vers des protéines phosphorylées sur résidus tyrosine comme des récepteurs de
facteurs de croissance activés par leur ligand [67]. De plus, le domaine SH2 N-terminal des
SHPs peut aussi réguler 1’activité catalytique directement. En absence d’un ligand approprié, le
domaine SH2 N-terminal se lie au domaine phosphatase et le rend inaccessible pour ses
substrats. Suite a I’engagement du domaine SH2 N-terminal avec des protéines phosphorylées
sur résidus tyrosine, le domaine PTP est de nouveau libre et redevient accessible pour ses
substrats. Dans la plupart des systtmes, SHP-1 semble étre un régulateur négatif de la

signalisation des PTKs alors que SHP-2 semble jouer un réle positif.

24211 SHP-1 (HCP, SHPTP-1, PTPN6 ou PTPIC)

SHP-1 est un régulateur négatif de plusieurs voies de signalisation hématopoiétiques,
incluant celles des cytokines, facteurs de croissance, récepteurs d’adhésion et d’antigénes. SHP-1
peut étre phosphorylée suite a une activation par différents stimuli comme la stimulation via CD4
et CD8, suggérant ainsi que I’activité phosphatase de SHP-1 et/ou son association avec d’autres

protéines peuvent €tre régulées par la phosphorylation sur résidus tyrosine [68].

La compréhension des roles biologiques de SHP-1 a grandement avancé lorsque le défaut
génétique des souris "motheaten" (me/me) et "motheaten viable" (me'/me") a été caractérisé [69,
70]. Les deux types de souris ont des mutations ponctuelles dans le géne codant pour SHP-1 ce
qui résulte en un épissage alternatif anormal de I’ARNm. Dans les souris "motheaten”, il n’y a
pas de protéine SHP-1 alors que dans les souris "motheaten viable" la protéine SHP-1 est
présente mais ne posséde que 10% de I’activité catalytique normale [70]. Ces deux types de
souris vont développer une maladie inflammatoire progressive, caractérisée par une infiltration

de neutrophiles et de macrophages dans leurs poumons, leur peau et d’autres tissus. Les souris

22



"motheaten” et "motheaten viable" meurent d’une pneumonie vers 1’3ge de 3 semaines et 9
semaines respectivement [63, 71]. En accord avec la présence d’inflammation progressive, les
souris "motheaten” et "motheaten viable" présentent simultanément des problémes d’auto-
immunité et des déficiences immunitaires [72]. Il y a une augmentation du niveau
d’immunoglobulines totales et d'auto-anticorps circulants [71], comme des anticorps contre
I’ADN. On observe aussi chez ces souris une lymphopénie avec une faible réponse proliférative
des lymphocytes T et B restants suite 2 une stimulation avec des mitogeénes [73]. Le
développement de la plupart des sous-populations de cellules T est presque normal chez ces

souris [74] alors qu’une involution du thymus survient  un age inhabituellement jeune [72].

L’activité de SHP-1 peut moduler la signalisation induite par le TCR [75]. Par exemple, il
a €t€ démontré que la prolifération cellulaire ainsi que la production d’IL-2 sont augmentées de
fagon significative suite & ’engagement du TCR dans les cellules T me/me et me"/me" lorsque
comparées aux cellules T sauvages [76]. Les effets de SHP-1 sur les fonctions du TCR semblent

se réaliser a partir de diverses interactions moléculaires.

SHP-1 s’associe au TCR au repos et activé, et semble déphosphoryler les composants du
complexe TCR tel que CD3¢ suite 4 ’engagement du TCR [74]. Cependant, la maniére dont
SHP-1 lie et/ou module les co-récepteurs du TCR reste encore i déterminer. Par exemple, SHP-1
ne semble pas impliqué dans la modulation de CTLA-4 ou de CD28 [75] mais cette phosphatase
semble s’associer de fagon constitutive avec le récepteur CD5 [74, 77], recepteur que 1’on
retrouve sur toutes les cellules T et une certaine portion des cellules B. L’analyse des propriétés
phénotypiques et biologiques des cellules T de souris déficientes pour CDS5 a permis d’identifier
CD5 comme étant un inhibiteur de la signalisation 4 partir du TCR [78]. Etant donné qu’il a été

démontré que CD5 régule négativement la phosphorylation sur résidus tyrosine et que son
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association avec SHP-1 est augmentée suite a la stimulation du TCR [74, 77], il apparait donc

que SHP-1 joue un réle dans I’activité inhibitrice de CD5 sur le TCR.

L'effet de SHP-1 sur les fonctions des PTKs a aussi été examiné dans les cellules T.
SHP-1 a été démontré comme pouvant réguler a la baisse I’activation induite par le TCR des
PTKs de la famille Src, telles que Lck et Fyn [76], s’associer et déphosphoryler ZAP-70 [79].
Plus récemment, il a été démontré que SHP-1 peut s’associer a PI-3K, et cette association est
augmentée suite a I’engagement du TCR [80]. Les données disponibles indiquent que SHP-1
peut déphosphoryler PI-3K et inhiber son activité; PI-3K est donc un substrat direct de SHP-1.
Etant donné que PI-3K est impliquée au niveau de la prolifération, l'apoptose et la réorganisation
du cytosquelette [81], la capacité de SHP-1 a réguler PI-3K I’implique dans la régulation d’une

vaste gamme d'activités de la cellule T.

La participation de SHP-1 dans la régulation de la signalisation du TCR implique
également son interaction avec d’autres molécules comme Vav, Grb2 [74, 82] et SLP-76 [83].
Vav, agit comme un facteur d’échange de nucléotide guanidine pour les GTPases de la famille
Rho [84]. Méme si Vav s’associe, grice a son domaine SH2, a des résidus tyrosine phosphorylés
contenus dans SHP-1 suite & la stimulation du TCR [82], Vav ne semble pas étre directement
déphosphorylé par SHP-1 [74]. Les données suggérent plutdt que Vav localise SHP-1 proche de
ses substrats, ce qui permet ainsi la déphosphorylation d’autres composants qui se retrouvent
dans la voie de signalisation de la cellule T. Cette hypothése est en accord avec de récentes
données qui identifient SLP-76, une protéine adaptatrice qui se lie a Vav, comme étant un
substrat de SHP-1 [83, 85]. Bien que le réle de SLP-76 dans I’activation de la cellule T ne soit
pas encore bien défini, son association & un autre adapteur, LAT, semble coupler ZAP-70/Syk

activé a des événements de signalisation en aval comme la mobilisation de calcium
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intracellulaire ainsi que I’activation de la voie Ras/MAPK [86-88]. Ces découvertes suggérent
que I'augmentation de I’activation de la voie Ras/MAPK dans des cellules déficientes pour SHP-
1 [74], reflete I'implication de SHP-1 dans la modulation de SLP-76/LAT. D’autre part, les
effets attribués a SHP-1 sur I’activation de Ras induite par le TCR peut refléter sa capacité a se
lier a Grb2 [83] qui, comme mentionné précédemment, est une protéine adaptatrice qui se lie au
facteur d’échange de nucléotide guanine Sos pour induire 1’activation de Ras [89]. De plus,
I"association de SHP-1, PI-3K, Vav et SLP-76 souléve la possibilité que SHP-1 puisse moduler
les modifications du cytosquelette en réponse au TCR puisque ces 3 protéines sont reliées a ce

phénomene.

Des études ont démontré que certains récepteurs de cytokines retrouvés sur les cellules T
sont modulés directement ou indirectement par SHP-1. SHP-1 peut se lier et déphosphoryler la
chafne 3 du récepteur a I'lL-2 lorsque ce dernier est activé [90]. Cette interaction résulte en une
phosphorylation diminuée des PTKs de la famille Janus, telles que Jak1 et Jak3. Ainsi, SHP-1
peut inhiber la réponse de la cellule T & un stimulus en régulant 2 la baisse les signaux regus par
le récepteur d’IL-2. SHP-1 est donc une phosphatase importante qui agit 2 différents niveaux lors

des cascades de signalisation des immunorécepteurs.

2.4.2.1.2 SHP-2 (Syp, PTP1D, SH-PTP2, SH-PTP3 ou PTP2C)

Dans des systémes cellulaires différents des lymphocytes T, SHP-2 semble
principalement avoir un réle de régulateur positif des signaux qui ménent a l'activation de la voie
des MAP kinases (MAPKs) (revue dans [91]). Le mécanisme exact de cette régulation positive
est encore inconnu mais des études suggérent que la phosphorylation de SHP-2 4 sa partie C-

terminale est responsable pour une augmentation du recrutement de Grb2 i la membrane ce qui
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permet la translocation de Sos et I'activation de Ras [92, 93]. Dans les lymphocytes T, le rdle de
SHP-2 n'est pas aussi bien déterminé que celui de SHP-1 [94]. SHP-2 s’associe a CTLA-4 dans
les lymphocytes T ce qui laisse présager une implication pour SHP-2 dans la transduction d’un
signal négatif par CTLA-4 [95]. Des expériences subséquentes suggerent que SHP-2 est recrutée
4 un complexe formé de CTLA-4 et de la chaine { du TCR et renverse la phosphorylation de la
chafne { induite par Lck, un mécanisme pour la régulation négative de I’activation de la cellule T
[96]. Au niveau des lymphocytes T, SHP-2 a été montrée comme devenant phosphorylé sur
résidus tyrosine aprés l'engagement du TCR et I'ajout d'IL-2. Il a également ét€ démontré que
I'expression de SHP-2 augmente l'activation des MAPKs en réponse a I’activation de la cellule
via le TCR. Cependant, ces derniéres données sont encore trés controversées car des équipes

différentes ont trouvé des résultats contradictoires.

Trés peu d’informations sont disponibles sur la signification de la participation de SHP-2
dans la signalisation induite par les cytokines. Tandis que SHP-2 semble jouer un réle positif
dans la signalisation induite par des facteurs de croissance, SHP-2 est un effecteur négatif dans
I’activité cytotoxique des interférons, probablement en régulant a la baisse 1’activité de Jak/Stat

(revue dans [97]).

2.4.2.2 FAP-1 (PTP-BAS ou hPTPIE)

"Fas-associated phosphatase-1" (FAP-1) se lie avec la queue cytoplasmique du récepteur
Fas (voir figure B). Fas est un récepteur de surface qui est exprimé sur une variété de cellules
normales et de cellules néoplasiques alors que le ligand de Fas est exprimé de fagon

prédominante sur les cellules T cytotoxiques. La liaison de Fas a son ligand induit le phénomeéne
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de mort cellulaire programmée par I'apoptose des cellules. Une expression ectopique de FAP-1
abolit partiellement I’apoptose induite par Fas. De plus, une corrélation existe entre le niveau
d’expression de FAP-1 et la résistance de plusieurs lignées cellulaires & I’apoptose induite par

Fas, suggérant ainsi que FAP-1 régule de fagon négative la signalisation de Fas [98].

2.4.2.3 Phosphatase de la famille PEP

2.4.2.3.1 PEP

PEP est la phosphatase prototype de la famille PEP qui regroupe des PTPs
cytoplasmiques telles que PTP-PEST et PTP-HSCF. Ces trois membres de la famille PEP
contiennent des séquences riches en résidus proline, acide glutamique, sérine et théonine. Ces
PTPs possédent un domaine phosphatase amino-terminal ainsi qu’un long prolongement
carboxy-terminal qui contient plusieurs séquences riches en résidus proline (voir figure B). PEP
est exprimé exclusivement dans les cellules hématopoiétiques [99]. Bien que sa distribution
intracellulaire soit controversée comme c’est le cas pour plusieurs enzymes, PEP est
principalement retrouvée dans le cytoplasme alors que sous certaines conditions elle peut
transloquer au noyau. PEP est impliquée au niveau de la signalisation qu'engendre la stimulation
du TCR car elle est associée constitutivement avec Csk [100, 101]. Des études de surexpression
transitoire dans des cellules T Jurkat suggérent que PEP tout comme Csk est un régulateur
négatif de I’activation des cellules T [102]. PEP semble coopérer avec Csk pour inhiber la
signalisation induite par le TCR par un mécanisme qui requiert une interaction physique entre
ces deux protéines. PEP agit t6t dans la cascade de signalisation du TCR en déphosphorylant les

SFKs et ZAP-70 [101]. Le complexe Csk-PEP pourrait constituer un mécanisme trés efficace
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pour inactiver la signalisation induite par les SFKs. En effet, Csk peut phosphoryler le site de
régulation négative des SFKs et PEP peut a son tour déphosphoryler le site de régulation positive
des SFKs. Il est aussi possible que PEP ait d’autres substrats dans les cellules T comme le
démontre une étude sur une lignée de cellules T humaines ou la surexpression de PEP inhibe la

phosphorylation sur tyrosine de c-Cbl [103].

2.4.2.3.2 PTP-PEST (PTP-P19, ou PTPG1)

PTP-PEST est exprimée de fagon ubiquitaire mais est cependant retrouvée en plus grande
quantité dans les cellules du systéme immunitaire telles que les thymocytes, les cellules T et B de
la rate, les cellules NK et les mastocytes (voir figure B). PTP-PEST s’associe physiquement avec
plusieurs molécules impliquées dans la signalisation dont Shc, la protéine d’adhésion focale
paxillin, Hic-5, Cas, CasL, Sin et Csk. Des études de surexpression dans des cellules T Jurkat ont
permis de démontrer que PTP-PEST était un régulateur négatif efficace de la production de
cytokines suite a la stimulation du TCR. De plus, des études biochimiques indiquent que I’action
d’inhibition de PTP-PEST correle avec sa capacité a déphosphoryler certains substrats tels
que Shc, Cas, Pyk2 et FAK et a prévenir I’activation de la cascade de signalisation Ras-MAPK
[104]. Ainsi, PTP-PEST, contrairement & PEP, affecte plusieurs molécules dans la cascade de

signalisation des immunorécepteurs.

2.4.2.4 HePTP (LCPTP)

La HePTP (Hematopoietic protein tyrosine phosphatase) a été clonée a partir de

lymphocytes T humains [105] et elle est exprimée dans le thymus, a un moindre niveau dans la
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rate et dans la plupart des lignées cellulaires leucémiques dont les cellules T Jurkat. Cette
phosphatase est retrouvée exclusivement dans le cytoplasme. La HePTP posséde un seul
domaine phosphatase (voir figure B). Des études récentes ont permis de comprendre les roles
biologiques de cette phosphatase dans les cellules hématopoiétiques. Il a été démontré que la
HePTP se lie spécifiquement aux kinases Erk2 et p38 dans des cellules T intactes et
déphosphoryle le résidu pTyr dans leur boucle d'activation [106]. La HePTP est donc un
régulateur négatif de l'activation de la cellule T en réduisant I'activation de la voie des MAPKs
Erk et p38 dans les cellules hématopoiétiques. Ainsi, puisque 1’action des MAPKs est cruciale
pour I'intégration des signaux dans I’activation des cellules T, la HePTP se retrouve 2 jouer un

r6le important dans ces cellules.

2.5 Phosphatases a double spécificité

L'implication des phosphatases a double spécificité dans les lymphocytes T reste encore &
découvrir pour la plupart de ces phosphatases. La VHR a été une des premiéres phosphatases 2
pThr de phosphopeptides basés sur des séquences présentes chez des MAPKs. Cependant, ses
substrats dans les cellules intactes sont inconnus. La plupart des phosphatases des MAPKs
(MKPs) peuvent déphosphoryler in vitro tous les membres de cette famille. Toutefois, leur
spécificité exacte a I'intérieur des cellules intactes n'est pas encore déterminée. Jusqu'a présent,
aucune MKP constitutivement exprimée n'a été trouvée chez les lymphocytes et c'est ce qui
explique en partie pourquoi les MKPs ne participent pas 2 la régulation négative de I'activité des
MAPKs. En effet, l'activation de Erk2 dans les lymphocytes culmine aprés 5 minutes et revient

au niveau basal aprés 10-15 minutes. Ainsi, puisque les MKPs telles que Pac-1 et MKP-1 ne sont
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détectables qu’aprés 30-60 minutes suite a l'activation de la cellule, d'autres phosphatases

devraient agir sur les MAPKs comme la HePTP.

Le groupe des CDC25 sont des phosphatases impliquées dans le cycle cellulaire qui vont
avoir l'effet contraire des CDKs (cyclin-dependant kinases). Les CDCs ne sont pas directement

impliquées dans l'activation des lymphocytes (revue dans [62]).

2.5.1 PTEN (MMAC1)

PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) aussi connue
sous le nom de MMACI (mutated in multiple advanced cancer) est un suppresseur de tumeur qui
partage une homologie avec la famille des PTPs et avec la protéine tensine du cytosquelette [35]
(voir figure B). Des altérations retrouvées au niveau du géne codant pour PTEN sont observées
dans plusieurs types de cancers [35]. De plus, la délétion du géne chez des souris résulte en une
mortalité embryonnaire probablement due a une hyperprolifération des cellules embryonnaires

[107].

Bien que PTEN posséde le motif signature des PTPs au sein d'un patron d'acides aminés
qui ressemble 2 celui retrouvé chez les PTPs a double spécificité [108], PTEN déphosphoryle
préférentiellement des phospholipides. En effet, des études ont démontré que PTEN
déphosphoryle le phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PtdIns-3,4,5-P;) spécifiquement a la
position 3 de l'anneau inositol [109, 110]. Ainsi, PTEN agit in vivo comme un régulateur des
PtdIns-3,4,5-P, qui sont un des produits générés par la PI-3K [109]. En déphosphorylant les

PtdIns-3,4,5-P,, PTEN va catalyser la réaction contraire de celle produite par la PI-3K. PTEN
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agit donc de fagon opposée a l'action de la PI-3K. La PI-3K est impliquée positivement lors de
plusieurs voies de signalisation qui promouvoient la croissance cellulaire, la prolifération, la
différenciation et la réorganisation du cytosquelette [81]. Il n'est donc pas surprenant que
I'activité enzymatique de PTEN soit nécessaire pour sa capacité & agir comme un suppresseur de
tumeur puisque les mutations de PTEN retrouvées dans plusieurs cancers résultent en une

activité phosphatase réduite ou défectueuse [111].

Dans les lymphocytes T, plusieurs données indiquent que PTEN agit comme une
phosphatidylinositol 3-phosphatase. Premiérement, la transfection d'un PTEN actif dans des
cellules Jurkat permet de diminuer la prolifération cellulaire. Une augmentation du taux
d'apoptose est également observée. Ces deux derniers phénoménes sont complétement abolis en
présence de la kinase Akt (aussi appelé PKB) constitutivement active [112]. Akt est un des
effecteurs de PI-3K le mieux caractérisé qui est recruté a la membrane par les
phosphatidylinositols (3,4) biphosphate [113, 114]. Une fois a la membrane, Akt est phosphorylé
et, ainsi activé, il peut fournir entre autres un fort signal anti-apoptotique [115]. Deuxiémement,
les effets de PTEN sur l'activation de Erk, mais non JNK, miment ce qui survient lors d'une
inhibition de la PI-3K [116]. Troisiémement, une mutation dans PTEN qui permet d'abolir son
activité phosphatase pour les lipides mais non celle pour les résidus pTyr, résulte en un PTEN
fonctionnellement inactif [112]. Ensemble, ces résultats suggérent que PTEN est avant tout une
phosphatidylinositol 3-phosphatase qui va agir de fagon opposée aux fonctions de la PI-3K dans
les cellules T. Le role physiologique de PTEN est donc important dans la régulation de

l'activation, la costimulation et la survie de la cellule T.
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3. T-cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP ou MPTP, PTP-S)

3.1  Découverte et description

La TC-PTP a été originalement clonée a partir d’une banque d’ADN complémentaire
(ADNCc) provenant de cellules T périphériques humaines [117, 118]. Pour se faire, Cool et ses
collegues ont utilisé des oligonucléotides synthétiques qui codent pour des régions d’acides
aminés conservés retrouvées dans le domaine phosphatase de la PTP1B afin de cribler une
banque d’ADNc. La nouvelle PTP clonée a été nommée TC-PTP et a une séquence homologue a

65% avec PTP1B.

La TC-PTP est une phosphatase intracellulaire non-transmembranaire qui est exprimée de
facon ubiquiste et a tous les stades du développement des mammiféres ainsi que dans la plupart
des tissus adultes. Cette protéine est toutefois retrouvée en quantité plus importante dans les
cellules lymphoides ce qui suggeére que la TC-PTP pourrait jouer un réle dans le systéme
immunitaire. La protéine TC-PTP contient un domaine catalytique, typique des protéines
tyrosine phosphatases, d’approximativement 250 acides aminés (voir figure D). Ce domaine est
juxtaposé a un segment d’environ 40 acides aminés qui ne semble pas contenir aucun motif
d’acides aminés connu et qui constitue la partie N-terminale de la protéine. La partie C-terminale
varie au niveau de la taille et de ses fonctions suite a un épissage alternatif. En effet, I’ARNm de
la TC-PTP humaine est épissé alternativement pour générer deux variants : une isoforme de 45-
kDa (TC-PTPa) et une isoforme de 48-kDa (TC-PTPb). Bien que la partie C-terminale des deux

isoformes contienne un domaine de localisation nucléaire, la TC-PTPb est localisée au réticulum
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endoplasmique grace a la présence d'un segment C-terminal hydrophobe (36 acides aminés) alors
que la TC-PTPa ne contient pas ce segment C-terminal hydrophobe mais un segment hydrophile
(12 acides aminés) et est localisée au noyau grice i la présence d’une séquence de signalisation
nucléaire [119-121]. Le niveau d’expression de TC-PTPb varie selon le type cellulaire et
I'espéce de mammiféres mais représente généralement une forme moins abondante que la TC-
PTPa chez la souris [118] et I’humain [119]. Etant donné la faible présence de la TC-PTPb chez

les organismes a I'étude, le reste de la discussion portera sur l'isoforme TC-PTPa.

4 270 349 387

TC-PTPa [ )
45 kDa

4 270 349 415

TC-PTPb |

48 kDa

1 Domaine catalytique
Région hydrophile
B Région hydrophobe

Figure D: Représentation schématique des deux isoformes de la TC-PTP
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3.2 RoledelaTC-PTP

3.2.1 Récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR)

Jusqu’a présent, quelques études ont permis d’élucider le réle que joue la TC-PTP dans
plusieurs systémes. L’identification des substrats est une étape cruciale dans la délimitation des
voies de signalisation régulées par les PTPs in vivo. Pour atteindre ce but, la surexpression d'une
forme mutante dominant négatif de la TC-PTP, dont la mutation rend I’enzyme catalytiquement
inactive alors que I’affinité pour son substrat reste inchangée, a été utilisée dans des cellules
COS1. Cette expérience a permis de démontrer que la TC-PTP s’associait avec des protéines
d’environ 50, 57, 64 et 180 kDa phosphorylées sur résidus tyrosine dans des cellules COS1. Les
protéines de 57 et 180 kDa ont été identifiées comme étant la protéine adaptatrice Shc et 'EGFR
respectivement, ce qui implique que la TC-PTP peut avoir un r6le de modulation auprés de
certains récepteurs [122). Le récepteur a I'EGF est une protéine tyrosine kinase qui régule des
processus cellulaires fondamentaux tels que la proliferation, la migration, la différenciation et la
survie cellulaire. L’activation du récepteur a I'EGF résulte en une transautophosphorylation de la
partie C-terminale du récepteur, créant ainsi des sites de liaison pour le recrutement de protéines
possédant des domaines SH2 comme Shc et Grb2 [123]. Grb2 s’associe via son domaine SH2
directement au récepteur ou a la protéine Shc phosphorylée sur résidu Tyr ce qui permet le
recrutement de Sos par la suite et I’activation des MAPKSs [89]. L’implication de I’association de
la TC-PTP avec ces deux protéines est plus ou moins bien définie mais les résultats démontrent
que la TC-PTP permet de diminuer I’association de Shc a Grb2 suite a une stimulation par I'EGF
[122, 124]. Donc, la TC-PTP peut servir a moduler une voie de signalisation induite par le

complexe Shc/Grb2. Toutefois, cette voie doit agir indépendemment de 1’activation de la MAPK
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Erk2 puisque que la surexpression de la TC-PTP ne semble pas agir sur ’activité de Erk2. Cette
étude a également permis de déterminer que méme si la majorité de I'isoforme de 45 kDa de la
TC-PTP est localisée au niveau du noyau, celle-ci peut étre relocalisée au cytoplasme en réponse

a différents stimuli comme une stimulation via le récepteur a I'EGF.

D’autres €tudes portant également sur la signalisation induite via le récepteur a 'EGF
démontrent qu’en condition de stress, la TC-PTP peut non-seulement réguler a la baisse la
signalisation induite via ce récepteur mais également diminuer I’activation de la MAPK, JNK
[125]. Ainsi, il a pu étre démontré que la TC-PTP peut réguler sélectivement des voies de
signalisation des MAPKs qui émanent du récepteur & I'EGF. En effet, la surexpression de la TC-
PTP dans des cellules COS-1 permet d'inhiber I'activité de JNK mais non celle de Erk?2. Des
études subséquentes ont permis de démontrer que la TC-PTP était impliquée dans la régulation
négative de I’activation de la voie de la PI-3K et de la protéine kinase Akt suite 4 son induction
par I'EGF [124]. La TC-PTP, en déphosphorylant le récepteur a I'EGF, inhibe 1'association de la
sous-unité de régulation p85 de la PI-3K et l'activation concomitante de cette derniére et de Akt
[126]. L’ utilisation de cellules de glioblastomes qui expriment une forme mutante du récepteur a
I'EGF (AEGFR) [127], qui n’a plus besoin de ligand pour étre activé, a permis de démontrer que
dans ce modele, la TC-PTP inhibe I’activation de Erk2 ainsi que la signalisation induite par Akt.
Il est a noter que lors d'études précédentes, aucun effet attribuable a la TC-PTP sur Erk?2 n'avait
été observé. Cette différence peut étre attribuable au fait que différents types cellulaires sont
utilisés mais également par le fait que lors de cette derniére étude, on utilise le AEGFR qui peut
utiliser des mécanismes différents pour activer Erk2 que ceux employés par la forme non-
mutante du récepteur. Cette étude a permis également de démontrer, que seulement l'inhibition
de l'activité de Erk2 causée par la surexpression de la TC-PTP permettait d'arréter la prolifération

des cellules du glioblastome.
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3.2.2 Cycle cellulaire

Outre le rdle de la TC-PTP dans la signalisation induite par le récepteur a I'EGF, cette
phosphatase est également impliquée dans le cycle cellulaire. Des études utilisant des
fibroblastes embryonnaires murins (MEF) déficients pour la TC-PTP (TC-PTP-/-) démontrent
que ces derniers ont un taux de prolifération plus lent que les MEFs sauvages (TC-PTP+/+) [5].
Ce ralentissement lors de la prolifération est di a une progression plus lente a travers la phase G1
du cycle cellulaire. La progression a travers le cycle cellulaire est contr6lée par les "cyclin
dependant kinases" (CDKs) [128] qui sont activées suite a leur association avec les cyclines et
qui sont régulées négativement par les inhibiteurs des CDKs (CKlIs) [129, 130]. La
caractérisation du défaut dans la phase G1 du cycle cellulaire dans les cellules TC-PTP-/- a
permis de démontrer que la cinétique d’induction de la cycline D1 était retardée et, qu'il y avait
un retard dans I'activation de la CDK2 et dans I’inactivation de la protéine rétinoblastome (RB).
La cycline D1 est reconnue pour s'associer 8 CDK4 suite a une stimulation par des facteurs de
croissance. Il a été suggéré que la phosphorylation de RB par le complexe cyclineD/CDK4 est
nécessaire pour induire sa dissociation du facteur de transcription E2F qui lui est responsable
pour la transcription de plusieurs génes importants pour la transition G1/S incluant la cyclineE et
A [131, 132]. La progression a travers la phase G1 est également contr6lée par des CKlIs, tel que
la p27%"*! qui est exprimée fortement dans des cellules quiescentes pour inhiber les complexes
cyclineD/CDK4 et cyclineE/CDK2 [133]. Dans les cellules TC-PTP -/- on retrouve un niveau
élevé de p27*"™' pour une longue période [5]. Puisque le complexe cyclineE/CDK2 est requis
pour la dégradation de p27%™", le fait que le taux de dégradation de p27"' soit au ralenti dans

les cellules TC-PTP-/- corréle bien avec l'activation retardée de CDK2 et I'hypophosphorylation
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de RB. Cette étude a également permis de trouver a quel niveau se situait le retard d'induction de
la cycline D1. Ce probléme d’induction de la cycline D1 est dii & une activation défectueuse de la
voie TIkk/NF-kB, qui permet la transcription de cette cycline suite & une stimulation par le
“platelet-derived growth factor” (PDGF). Ainsi, les résultats obtenus permettent de conclure que
la TC-PTP a un rdle de régulateur positif dans la phase G1 du cycle cellulaire et ce,
probablement au niveau de I’induction de 1’expression de la cycline D1 via la voie d'activation

de Ikk/NF-kB.

3.2.3 Signalisation induite par les cytokines

Plusieurs études indiquent que la TC-PTP est impliquée au niveau de la régulation de la
signalisation induite par les cytokines. La liaison des cytokines & leur récepteur méne 2
'activation des Jaks et subséquemment a la phosphorylation sur résidus tyrosine des
polypeptides de la famille Stat (signal transducer and activator of transcription). Cette
phosphorylation est requise pour la dimérisation et la translocation des Stats au noyau ol ils
pourront permettre la transcription de certains génes cibles [134]. Par la suite, les Stats seront
déphosphorylés et seront exportés dans le cytoplasme ot ils pourront prendre part 4 un autre
cycle d'activation/inactivation [135, 136]. La régulation négative de la voie de signalisation des
Jak/Stat survient a travers plusieurs mécanismes distincts. L'arrét de la signalisation 2 partir de la
surface cellulaire arrive suite a la dégradation du complexe récepteur/ligand via la voie de
dégradation du protéasome et grice aux suppresseurs de signalisation des cytokines (SOCS) qui
inhibent I'activité des Jaks [137]. De plus, plusieurs phosphatases dont SHP-1, SHP-2, CD45 et
PTP-1B peuvent déphosphoryler soit les récepteurs a cytokines ou les Jaks [52, 138, 139]. Il est

connu également que les PTPs peuvent déphosphoryler les Stats dans le cytoplasme [140, 141].
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Un autre type de protéines retrouvées dans le noyau, les PIAS (protein inhibitor of activated
Stat), sont impliquées dans la régulation négative de la voie des Jak/Stat grice & leur capacité a
inhiber I'activité transcriptionnelle des Stats [142]. Une étude récente utilisant des MEFs TC-
PTP-/- a permis de démontrer que la TC-PTP est la phosphatase requise pour la
déphosphorylation de Statl dans le noyau [143]. La déphosphorylation de Stat3 par la TC-PTP
est également observée dans cette étude. Un autre groupe a étudié plus en détail le phénoméne de
déphosphorylation de Statl par la TC-PTP. L'activation des protéines Stats 1, 3 et 5 requiert leur
phosphorylation sur résidus tyrosine mais nécessitent aussi la phosphorylation de leur partie C-
terminale sur résidus sérine pour avoir une transactivation maximale [144]. Suite a l'activation
par les IFNs, on observe également une méthylation des résidus arginine de Statl [145]. Les
résultats de cette étude démontrent que la méthylation des résidus arginine de Statl permet de
contrdler le taux de déphosphorylation de Statl en modulant son interaction avec PIAS1 et la
TC-PTP. En effet, I'inhibition de la méthylation des résidus arginine de Statl va résulter en une
augmentation de I'association avec PIAS1 et une diminution concomitante de I'association de la
TC-PTP avec Statl. Ces derniers résultats suggérent une compétition entre ces deux protéines

pour la liaison de Statl [145].

Une autre étude utilisant une lignée de cellules T dépendantes de 1I'IL-2 (CTLL-2) a
permis de montrer que les kinases associées au récepteur d’IL-2, Jak1 et Jak3, sont des substrats
spécifiques de la TC-PTP [4]. De plus, lorsque ces cellules sont activées avec de I’IL-2, Stat5,
qui est généralement recruté au récepteur d’IL-2 et phosphorylé par Jakl et Jak3, se retrouve
hyperphosphorylé dans des cellules TC-PTP-/-. Ces résultats concordent donc avec la fonction
de régulation négative attribuée a la TC-PTP dans la signalisation induite par I'IL-2 notamment
par la déphosphorylation de Jak1 et Jak3. Par contre, une expérience similaire effectuée sur des

thymocytes ne permet pas de détecter un changement au niveau de la déphosphorylation de Stat5

38



[143]. 11 est & noter également que des cellules T TC-PTP-/- présentent un niveau de Stat5 plus
faible, ce qui dénote que la TC-PTP peut intervenir a différents niveaux dans la régulation de la
signalisation induite par les cytokines. L’activation de thymocytes par I'IFN-y ou 1'l[FN-o., dont
la voie de signalisation passe par I’activation de Jak-1, Jak-2 et finalement Statl, résulte en une
hyperphosphorylation de Statl. D’autres expériences effectuées sur des macrophages dérivés de
la moélle osseuse de souris TC-PTP-/- ont permis de trouver que Jakl, et non Jak-2, était
hyperphosporyl€ suite a leur activation par I'IFN-y. Cette hyperphosphorylation de Jakl est
probablement responsable de 1’augmentation de I’expression d’iNOS dans ces cellules [4].
Parallelement, une étude sur la signalisation induite par le récepteur prolactine (PRL) dans des
cellules COS-7 cotransfectées avec le récepteur PRL et Stat5a ou Stat5b a permis de déterminer
que la TC-PTP déphosphorylait et ainsi désactivait les deux types de Stat5 dans le noyau [146].
La TC-PTP peut donc cibler certains membres de la famille des Jaks et des Stats dans certaines

voies de signalisation induites par les cytokines et les hormones.

3.3 Role de la TC-PTP dans le systéme immunitaire

3.3.1 Modéle d’étude: Souris déficientes pour la TC-PTP [3]

La génération de souris déficientes pour I’expression de la TC-PTP a permis de montrer
que la TC-PTP joue un réle important dans le syst¢tme immunitaire. L'inactivation du géne
codant pour la TC-PTP a été fait par recombinaison homologue dans des cellules souches
embryonnaires en utilisant un vecteur qui permet d’enlever environ 5kb de ce géne incluant 3
exons essentiels codant pour le domaine catalytique de I’enzyme. Le croisement de souris TC-
PTP +/- permet d’obtenir des souris homozygotes pour la mutation TC-PTP avec une fréquence

mendeléenne normale d’environ 25%. Toute la descendance, incluant les nouveau-nés TC-PTP -
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/-, apparait normale, cependant aprés 10 a 14 jours, les souris TC-PTP -/- ont un retard de
croissance important. Entre 3 et 5 semaines, toutes les souris TC-PTP-/- développent une posture
anormale, une fermeture progressive des paupi€res, un probléme de pelage, une diminution de

mobilité ainsi que des problémes de diarrhée. Toutes les souris TC-PTP-/- meurent entre la 3*™

et la 5°™ semaine.

3.3.2 Phénotype

L’analyse du phénotype des souris TC-PTP-/- montre que des altérations majeures sont
observées dans les cellules d’origine hématopoiétique alors que des souris TC-PTP +/- ont un
phénotype normal. L’observation anatomique de souris TC-PTP-/- agées de 3 semaines montrent
une splénomégalie sévere qui est accompagnée par une expansion de la pulpe rouge due a une
augmentation de la séquestration des globules rouges. Les ganglions lymphatiques ont également
une taille supérieure a la normale suite a2 une augmentation du nombre d’immunoblastes. De
plus, une analyse détaillée des cellules hématopoiétiques des souris TC-PTP-/- montre que la
cellularité de la rate et des ganglions lymphatiques est augmentée contrairement a ce qui survient
dans la moélle osseuse ou la cellularité est dramatiquement réduite avec 1’age. L'hématocrite des

souris TC-PTP-/- diminue avec 1'dge et une anémie sévére est observée chez ces souris vers 21

jours [3].
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3.3.3 Développement et fonctions des lymphocytes T

Dans le thymus, une importante réduction de thymocytes double positif (CD4*CD8*)
survient vers 3 semaines due & I'involution de cet organe. Cependant, chez les souris TC-PTP-/-,
le nombre total de cellules T matures CD4* et CD8" n’est qu’un peu réduit dans le thymus et les
organes lymphoides secondaires alors que le ratio de cellules T CD4*/CD8" est similaire a celui

retrouvé chez des souris TC-PTP+/+ (voir Tableau A).

Bien que le nombre de cellules T soit normale dans la rate, la stimulation des splénocytes
totaux suite a I’engagement du CD3 avec un anticorps anti-CD3 (nos résultats) ou suite 2
I’engagement du TCR avec de la Con A [3] ne permet pas la prolifération des cellules T. La
prolifération cellulaire n’est pas restaurée par 1’ajout d’IL-2 exogéne (nos résultats). Toutefois,
les événements initiaux qui se déroulent suite A une activation des cellules T semblent normaux
chez les cellules T TC-PTP-/-. En effet, 1a phosphorylation sur résidus tyrosine et la mobilisation
de calcium suite a une stimulation via le CD3 sont comparables a celles retrouvées chez les
cellules T sauvages (nos résultats). Dans des études de surexpression, il a été démontré que la
TC-PTP n’affecte pas les événements qui surviennent t6t dans la cascade de signalisation du

TCR ainsi que la transcription du géne de I'IL-2 [106, 147].

3.3.4 Développement et fonctions des lymphocytes B

Chez les souris TC-PTP-/-, une augmentation de la cellularité totale est observée. Le
pourcentage des cellules pré-B ainsi que leur nombre absolu (B220*IgM") et des cellules B

matures (B220*IgM") dans les ganglions lymphatiques est augmenté de 3 2 10 fois fois aux jours
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13, 17 et 21. Le pourcentage de la population des lymphocytes B de la rate est un peu plus faible
au 13%™ et au 17°™ jour, alors qu'il est réduit dramatiquement au 21*™ jour. Dans la moélle
osseuse, la cellularité ainsi que le pourcentage des cellules pré-B (B220*IgM") et des cellules B
matures (B220*IgM") des souris TC-PTP-/- déclinent avec 1'dge (voir Tableau A). Tout comme
les cellules T, les cellules B suite a une stimulation appropriée (LPS) des splénocytes totaux TC-

PTP-/- sont incapables de proliférer.

Moélle Thymus Ganglions Rate
osseuse lymphatiques
Cellules T CD4*CD8" ND Diminution ND ND
CD4'CD§ ND SC SC SC
CD4CD8* ND SC SC SC
Rapport ND SC SC SC
CD4*/CD8"*
Cellules B B220* IgM Diminution ND Augmentation | Diminution
immatures
Cellules B B220*'IgM* Diminution ND Augmentation | Diminution
matures

ND: non-disponible; SC: sans changement; Diminution/Augmentation : nombre inférieur et
nombre supérieur respectivement de cellules par rapport a la population équivalente chez la
souris TC-PTP+/+

Tableau A: Caractérisation de la population lymphocytaire chez des souris TC-PTP-/- au
jour 21, d’apres You-Ten et collaborateurs [3]
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3.3.5 Hématopoiése

Etant donné qu’il y a une diminution sévére de cellularité dans la moglle osseuse et en
particulier des cellules pré-B, la TC-PTP semble jouer un réle important dans le développement
hématopoiétique. Afin d'évaluer ol se situe le défaut retrouvé lors de I'hématopoiese, des
expériences de transplantation de moélle osseuse ont été effectuées [3]. Ces études démontrent
que la transplantation de moglle osseuse provenant de souris sauvages 2 des souris TC-PTP-/- ne
permet pas de les empécher de mourir. Toutefois, aprés transplantation de la moélle osseuse de
souris TC-PTP-/- chez des souris sauvages qui ont été irradiées, les cellules T et B se
développent normalement. Ceci démontre que les cellules souches des souris TC-PTP-/- peuvent
avoir une hématopoiése normale et que le défaut observé se situe au niveau de 1’environnement
de la moélle osseuse. Le nombre inférieur de cellules stromales de la moélle osseuse chez les
souris TC-PTP -/- permettrait d’expliquer pourquoi la moélle osseuse est défectueuse dans son
habileté a soutenir le développement d’une hématopoiése normale [3]. De plus, méme si les
cellules T et les cellules B se développent normalement dans les souris TC-PTP+/+ irradiées qui
ont été transplantées par de la moelle osseuse provenant de souris TC-PTP-/-, les cellules
demeurent incapables de proliférer suite & une stimulation mitogénique. La TC-PTP est donc une

protéine importante pour le développement et les compétences fonctionnelles des cellules B et T.

4. Inhibition de Ia prolifération des lymphocytes
L’immunosuppression est observée dans plusieurs situations : la réaction du greffon

contre I'n6te [7], des souris immunisées avec des vaccins viraux [148], la présence de certaines

bactéries et parasites [6, 10, 11], des souris traitées avec des superantigénes [9], et des souris
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ayant des tumeurs [12]. Plusieurs médiateurs solubles incluant les cytokines inhibitrices, les
prostaglandines, les intermédiaires d’oxygeéne réactifs, les peroxydes d’hydrogene et le NO ont
été impliqués dans ces situations d'immunosuppression parmi lesquels le NO semble

particuliérement important.

4.1  Oxyde nitrique (NO)

4.1.1 Principales caractéristiques du NO

Le NO est généré par une famille d’isoenzymes de la NO synthase (NOS) qui convertit la
L-arginine en L-citrulline et en NO. Une de ces isoenzymes, iNOS, peut étre induite dans un
grand nombre de cellules dont les macrophages, hépatocytes, neutrophiles, cellules musculaires
et endothéliales et par une variété de stimuli immunologiques tels que ’IFN-y, le TNF-o ou 8,
I'IL-2 et le LPS [13-17]. L’oxyde nitrique est impliqué dans plusieurs fonctions biologiques et
est principalement reconnu pour son activité anti-microbienne et anti-tumorale. En plus de ces
roles cytotoxiques, le NO peut également €tre un inhibiteur de la prolifération cellulaire des
lymphocytes T [149-156]. Le NO ne rend pas les lymphocytes T anergiques. En effet,
I’inhibition de la prolifération cellulaire ne peut étre rétablie par 1’ajout d’IL-2 exogéne et la
production de cytokines (incluant I'IFN-y) par les lymphocytes inhibés n’est presque pas
diminuée par la présence de cellules produisant du NO [155]. Des études ont démontré que le
NO pouvait interférer avec la voie de signalisation Jak3/Stat5 [152] ou directement avec des

composants du cycle cellulaire [157]. En réagissant avec I’ADN, les protéines et les lipides, le



NO endommage les fonctions cellulaires normales et a ainsi son effet cytotoxique sur les cellules
[16, 17, 158]. Etant donné que I’effet cytotoxique du NO est non-spécifique, une production
excessive de NO peut entrainer différentes conséquences physiologiques et certaines pathologies.

Il est donc important que I’expression d’iNOS soit régulée de fagon trés précise.

4.1.2 Régulation d’iNOS

Plusieurs stimuli comme le LPS, TNF-«, IFN-y et IL-2 induisent I’expression d’iNOS
dans les macrophages murins. Aucun de ces stimuli employés séparément induisent une
production optimale de NO. Par exemple, le LPS, lorsqu'utilisé seul, permet un faible niveau
d’expression d’iNOS alors que ’ajout d’IFN-y permet d’augmenter & un niveau maximal cette
expression. Il existe donc une coopération entre le LPS et I'IFN-y pour I’expression de I’ ARNm
et pour I'activité de I’enzyme dans les macrophages [15]. Néanmoins dans certains cas
particuliers, chacun de ces stimuli induisent & eux seuls une expression importante d’iNOS. Par
exemple, il a été¢ démontré que dans des macrophages inflammatoires murins péritonéaux,
I'IFN-y induit I’expression d’iNOS alors que le LPS est suffisant dans une lignée cellulaire
phagocytaire RAW 264.7. Un grand nombre de cytokines telles que le TGF-B1 [159], I'IL-4
[160], I’ IL-10 [161-163] et I'IL-13 [164], sont capables d’inhiber ’expression d’iNOS dans des

macrophages murins.

4.1.2.1 Interféron-gamma (IFN-y)

L’IFN-y est produit principalement par les cellules T CD4+Th1, les cellules NK et

plusieurs autres types de cellules T (i.e cellules T yd, cellules NKT et cellules T CD8+).
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Cependant, il a été découvert récemment que suite a une stimulation appropriée, les cellules B,
les macrophages et les cellules dendritiques produisent de I'IFN-y. La différenciation en Thl,
seules cellules T CD4" a produire de I’IFN-y, dépend de la présence de I'IL-12 et de I’activation
de Stat4 [165-167]. L’IL-12 et I’IL-18 sont produits par les macrophages durant une réponse
immunitaire innée. L’IL-18 n’induit pas le développement en Thl comme I'IL-12 [166, 168]
mais peut agir en synergie avec I’IL-12 pour augmenter la production d’IFN-y par les cellules

Th1 [169] et les cellules NK [170].

L’interféron-y augmente les défenses de 1’h6te contre les pathogenes bactériens et viraux
[171]. L’IFN-y aprés liaison & son recepteur induit la voie de signalisation Jak/Stat comme
schématisé dans la Figure E. L’IFN-y induit I’expression des CMH de classe II pour une
meilleure présentation des antigénes et augmente leurs activités anti-microbienne et anti-
tumorale [172-174]. De plus, comme mentionné précédemment, I'IFN-y est nécessaire chez les
macrophages murins pour obtenir une expression maximale de I’ARNm d’iNOS en présence de
LPS, I’induction de I’ARNm d’iNOS étant dépendant, en partie, de 1’activation de Statl (voir

figure E).
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Figure E: Signalisation induite par I'lFN-y

Suite & une exposition a I'TFN-y , Jak1 et Jak2 deviennent phosphorylés sur résidus tyrosine ce
qui permet par la suite la phosphorylation de Statl. Statl phosphorylé va former un homodimeére
qui ira se lier a des séquences spécifiques de liaison présentes dans des promoteurs de différents
geénes tels que iNOS et IRF-1. IRF-1 (non-représenté sur cette figure) est un facteur de
transcription intermédiaire qui est nécessaire pour la régulation de la transcription du géne

diNOS [175].

4.3 Cytokines inhibitrices et autres médiateurs

Une des cytokines importantes souvent impliquée dans les cas d’immunosuppression est
le TGF-B qui est produit principalement par les lymphocytes T et les monocytes. Lorsque les

lymphocytes T naifs arrivent & un site d’inflammation, ils sont exposés 4 une quantité
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appréciable de TGF-f3, et pourront étre costimulés par cette cytokine. Cependant, suite a
I’activation des lymphocytes T, I’expression du récepteur TGF-} est augmentée, ce qui rend ces
cellules plus sensibles a I’arrét de croissance ou a l'inhibition. Ainsi, cette cytokine peut inhiber
ou stimuler la croissance de certains types cellulaires selon leur état de différenciation et le
niveau d’expression du récepteur TGF-P a leur surface. Des études récentes ont permis de
conclure que I’'IL-10 agit de fagon coopérative avec le TGF-f} lors de I’inhibition de proliferation
des lymphocytes T [176, 177]. Un autre des effets immunomodulateurs attribués au TGF-f est la
suppression de la production de NO par les macrophages in vitro [159]. Dans certains cas
particuliers, les cytokines comme I'IFN-y [178, 179] et le TNF-a [180] peuvent également

induire 1'inhibition de la rolifération des lymphocytes T.

4.4 Cellules myéloides suppressives (MSC)

Les cellules impliquées dans les cas mentionnés précédemment, ou 1’on retrouve une
inhibition de la prolifération des lymphocytes, appartiennent généralement a la lignée
monocyte/macrophage. Ces cellules sont nommées cellules myéloides suppressives (MSC) ou
dans certains cas, macrophages inhibiteurs (iMACs), et expriment des marqueurs myéloides de
surface communs aux granulocytes Gr-1 (Ly-6G) et aux macrophages CD11b [8]. Généralement
ces précurseurs myéloides immatures sont normalement retrouvés dans la moélle osseuse mais
peuvent s’accumuler dans la rate sous l’influence du "granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor" (GM-CSF) produit durant une stimulation lymphocytaire intense ou dans le
cas de tumeurs croissantes.

Tous les macrophages suppresseurs se ressemblent phénotypiquement et partagent des

fonctions suppressives similaires. Malgré ces similarités, il existe deux sous-populations de
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macrophages suppresseurs : 1) les macrophages activés classiquement (CA), qui sont dépendants
de I'IFN-y; et 2) les macrophages activés alternativement (AA), qui sont dépendants de 1’'IL-4.
Généralement, les CA sont retrouvés dans la réaction du greffon contre I'hdte, les souris
immunisées avec des vaccins viraux, les souris traitées avec des superantigénes et des souris
ayant des tumeurs, alors que les AA sont retrouvés principalement lors de la présence de certains
parasites. Le NO semble dans tous les cas jouer un rdle majeur dans ce phénoméne

d'immunosuppression.
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Abstract

The T cell protein tyrosine phosphatase is involved in the immune system regulation as
evidenced by defective function and development of several hematopoietic cell populations in
TC-PTP-deficient mice. In particular, B and T cell proliferation is greatly inhibited when total
splenocytes are stimulated by LPS or anti-CD3 mAb. To define the functional defect of
TC-PTP-/- lymphocytes, we isolated T and B cells from the spleen of TC-PTP-/- mice. We show
that the proliferative response of lymphocytes was greatly increased when cultured as a purified
population indicating that an inhibitory population is present in TC-PTP-/- spleen. However,
TC-PTP-/- lymphocytes have a 2- to 3-fold lower proliferation rate compared to TC-PTP+/+
lymphocytes suggesting that as shown previously in embryonic fibroblasts, TC-PTP is involved
in the control of cell cycle in lymphocytes.

We have characterized phenotypically and functionally the inhibitory population present in the
spleen of TC-PTP-/- mice. We show that a Gr-1"-enriched cell population isolated from
TC-PTP-/- mice suppress the CD3-induced proliferation of T cells in coculture in vitro. The
specific inhibition of NO synthesis with L-NMMA restored splenocyte responses and there is a
strict correlation between NO levels and the degree of suppression. Neutralization of IFN-y with
specific mAb almost completely abolished the inhibitory activity of Gr-1" cells and
concomitantly high levels of NO secretion. Moreover, inhibition of lymphocyte proliferative
responses required cell-cell contact to achieve sufficient levels of NO. These findings
demonstrate an important function of TC-PTP in the induction of the NO pathway that mediates

inhibition of T cell proliferation.
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Introduction

T cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP), an intracellular tyrosine-specific protein
phosphatase, is expressed ubiquitously (1). However, higher levels are found in hematopoietic
tissues suggesting that it plays an important role in the regulation of hematopoietic cell functions
(1, 2). Indeed, homozygous null TC-PTP mutant animals show hematopoietic abnormalities
manifested in splenomegaly, lymphoadenopathy and loss of bone marrow cellularity (2). The
bone marrow defect, likely due to stroma cell deficiency, results in the failure to support the
development of B cells and erythrocytes but does not seem to affect myeloid development (2). T
cell development appears also to be normal as judged by normal numbers and ratio of
CD4'/CD8" cells both in the thymus and spleen (2).

In addition to its role in hematopoiesis, TC-PTP is involved in the regulation of lymphocyte
functions since there is a specific defect in T and B cell proliferation of TC-PTP-/- splenocytes
following Con A and LPS stimulation respectively (2). Recently, TC-PTP has also been
implicated in cytokine signaling through the negative regulation of Jakl and Jak3 (3).
Importantly, in response to IFN-y, there is hyperphosphorylation of Jak1 and elevated expression
of iNOS in BMDMs from TC-PTP-/- mice. Since NO has been shown to be an important
mediator of T cell suppression by activated macrophages (4-8), it is possible that the inhibition of
T and B cell proliferation in response to activation signal is mediated by TC-PTP-/- macrophages
that are likely to be hypersensitive to IFN-y. Alternatively but not exclusively, TC-PTP might
play an important role in regulating lymphocyte activation. In murine embryonic fibroblasts,
TC-PTP is a positive regulator of proliferation for the progression of G1 phase of the cell cycle
through the NF-kB pathway (9). It is therefore possible that TC-PTP has the same function in
lymphocytes. This might explain, at least in part, the proliferation defect of TC-PTP-/-
splenocytes.

In the present study, we examined whether the TC-PTP is involved in the regulation of
lymphocyte and/or macrophage signaling. Our results clearly demonstrate that although
TC-PTP-/- lymphocytes have a reduced proliferation rate compared to TC-PTP+/+ lymphocytes,
there is a cell population in the spleen of TC-PTP-/- mice that inhibits proliferative response

induced by CD3 or BCR ligation. Since Gr-1* myeloid cells have been shown to be involved in
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the suppression of lymphocyte activation (10-16), we purified these cells and studied their
involvement in the regulatory mechanism of T and B cell activation in the TC-PTP-/-
background. We found that NO induced by IFN-y is the inhibitory effector of the TC-PTP-/-

lymphocyte proliferation.
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Materials and Methods

Mice
TC-PTP-deficient mice of BALB/c background were previously described (2). Two- to three-
week-old TC-PTP-/- and TC-PTP+/+ mice were used in this study.

Cell preparation
Single-cell suspensions were prepared from spleens. RBC were removed by incubating the cells

5 min in ACK lysis buffer (150 mM NH,Cl, 1 mM KHCO; and 0.1 mM Na,EDTA, pH 7.2) and

the cell suspensions were passed through a 30 uM nylon mesh. T, B and Gr-1" cells were
obtained by sequential purification using anti-CD90 microbeads, anti-CD19 microbeads and
biotinylated anti-Gr-1 mAb (0.5 pg mAb/ 10° cells, eBioscience, San Diego, CA) plus steptavidin
microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) respectively. Positive and negative cell populations
were separated on a MACS column according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi
Biotec). The last negative fraction which corresponds to splenocytes depleted of T, B and Gr-1*

cells is called Fr.3. Purity of the various populations was determined by flow cytometry analysis

and was always > 80% for T cells, » 95% for B cells and varied from 64% to 75% for Gr-1" cells.

Proliferation assays

Splenocytes (4x105 cells/well) were stimulated with 25 pg/ml plate-bound anti-CD3 mAb
(145.2C11) or with 10 pg/ml of LPS (Sigma, St-Louis, MO). Assays were performed in 96-well
plates, 200 pl/well in RPMI 1640 medium containing 10% FBS, 50 uM 2-ME (Sigma),
glutamine, antibiotics, 10 mM HEPES pH 7.3, and 0.1 mM Non-Essential Amino Acid

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada). In all coculture, an equal number of Gr-1" cells ( 1x105

5

cells) was added to purified T and B cells (1x10~ cells). Cells were cultured for 24 h at 37_C,

then pulsed with 2 pCi/ml [3H]thymidine (ICN Biomedicals Inc, Costa Mesa, CA) for an

additional 18 h. Data are expressed as cpm (mean * SD of triplicate cultures). Where indicated,

IFN-_ at 100 U/ml (R&D Systems, Minneapolis, MN), 0.5 mM NG-monomethyl-L-arginine
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(Alexis, San Diego, CA) or recombinant mouse IL-2 (Roche Diagnostics, Laval, Canada) were
added to cultures. Neutralizing anti-mouse IFN-y mAb (R4-6A2) was used at 100 pg/ml. In some
experiments, splenocytes were treated with L-leucine methyl ester (Sigma) as described
previously (30). Some experiments were performed in 24-well transwell cell culture insert (04
pm pore, Costar, Cambridge, MA) in a final volume of 800 pl. T cells (5 x 10° cells) were in the
lower compartment of the well and Gr-1" cells (5 x 10° cells) were in the upper compartment. T
cells were stimulated with 25 pg/ml plate-bound anti-CD3 mAb (145.2C11). Where indicated,
IFN-y (100 U/ml, R&D Systems) was added to cultures. The same numbers of cells were

cultured together in the lower compartment in 24-well plates. Cells were cultured for 24 h at

37°C, then pulsed with 2 pCi/ml [3H]thymidine (ICN Biomedicals Inc) for an additional 18 h.

Cells in the lower compartment were transferred to 96-well plates to be harvested and counted.

NO measurements
In proliferation assays, supernatants were harvested after 18 h or 42 h of culture and levels of NO

were measured as the nitrite concentration by mixing equal volumes of culture supernatants (100
ul) and Griess reagent (17). Nitrite concentrations were determined by comparing the absorbance
values of the test samples to a standard curve generated by serial dilution of 200 uM sodium

nitrite.

Flow cytometry
Cells were surface stained using the following mAbs: PE-anti-CD8 (Rat IgG2a, eBioscience),

FITC-anti-F4/80 (Rat 1gG2b, Serotec, Hornby, ON), PE-anti-CD80 (Armenian hamster IgG,
eBioscience) PE-anti-Gr-1 (Rat IgG2b, eBioscience), FITC-anti-CD11b (Rat IgG2b, kindly
provided by Suzanne Lemieux, INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, QC, Canada).
Acquisition of cells was performed using an EPICS XL (Coulter Electronics, Hialeah, FL).
Dead cells were gated out based on the vital colorant 7-amino-actinomycin D staining (BD

Pharmingen, Mississauga, ON, Canada).
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Western blot analysis
Splenocytes (2 x 106 cells) were washed in RPMI 1640 and resuspended at 4 x 107 cells/ml in

RPMI 1640. Cells were left unstimulated or stimulated with anti-CD3 (145.2C11, 10 pg/ml) 30

min at 4°C. Cells were washed in RPMI 1640 and resuspended at 4 x 107 cells/ml in RPMI
1640. Cells were left unstimulated or stimulated with goat anti-hamster (30 pg/ml, Jackson
ImmunoResearch Inc, West Grove, PA) for the time indicated. Cells were harvested and
solubilized for 30 min at 4°C in 1% Nonidet P-40 containing 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM MgCl2 and 1 mM EGTA in the presence of inhibitors of proteases and
phosphatases (10 pg/ml leupeptin and aprotinin, 1 mM Pefabloc-sc, 50 mM NaF, 10 mM
NagP207, 1 mM Na3VO04). Immunoblotting was performed as described previously (18).

2+
Measurement of intracellular Ca

Spleen cells were enriched in T cells by removing B cells with Cellect™ mouse T cell column

(Cytovax, biotechnologies Inc., Edmonton, AB, Canada). B cells—depleted splenocytes were

washed twice with HBSS and incubated at lO7 cells/ml with 3 uM Indo-1 (Molecular Probes,

Eugene, OR) and 0.4 mg/ml Pluronic acid F-127 (Molecular Probes) for 30 min at room
2+
temperature. Cells were washed in HBSS and resuspended at 106 cells/ml, and Ca mobilization

was conducted on an EPICS ELITE ESP cell sorter (Coulter Electronics). Cells were stimulated
with anti-CD3 mAb (145.2C11, 5 pg/ml) for 2 min at 37°C and goat anti-hamster mAb (30

pg/ml, Jackson ImmunoResearch Inc) was added.
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Results

T and B cells purified from TC-PTP-/- splenocytes proliferate in response to CD3 or LPS
stimulation

It has been previously demonstrated that splenocytes isolated from TC-PTP-/- mice failed to
proliferate in response to Con A and LPS (2). In order to define whether this defective
proliferative response is due to an intrinsic defect of lymphocytes or to a suppressive population
present in the spleen of TC-PTP-/- mice, we purified the T and B cell population and tested their
capacity to proliferate in response to CD3 or LPS stimulation. As expected, we found a dramatic
defective proliferative response of TC-PTP-/- splenocytes to CD3 stimulation. CD3-induced
proliferation was more than 20 times lower than the response of cells from TC-PTP+/+ control
splenocytes despite the fact that the percentage of T cells were equivalent (Fig. 1A). Moreover,
IL-2 addition to TC-PTP-/- splenocytes did not restore proliferation (Fig. 1B) indicating that the
defective signaling pathway, if any, is downstream of IL-2 secretion. When T lymphocytes are
purified from TC-PTP-/- splenocytes their CD3-induced proliferation was greatly increased
(Fig. 1A). As found for T cells, B cells failed to proliferate in response to LPS when tested
within the total spleen cell population whereas their proliferation was restored when present as a
purified population (Fig 1C). However, TC-PTP-/- T or B cells have an approximately two- to
three-fold lower proliferative response compared to the response of T or B cells purified from
TC-PTP+/+ splenocytes. This is likely due to the positive regulatory role of TC-PTP in
proliferation (9).

Early TCR signaling is not affected in TC-PTP-/- T cells

To test the possibility that TC-PTP-/- T cells have a defect in TCR signaling that will be
translated by a low proliferation rate, we examined early signaling events of splenic T cells
initiated in response to CD3 cross-linking. As shown in Fig. 2A, the pattern and intensity of
protein tyrosine phosphorylation induced by CD3 stimulation are similar in T cells from

TC-PTP+/+ or TC-PTP-/- splenocytes. Moreover, CD3-induced calcium mobilization is not
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affected in TC-PTP-/- T cells (Fig. 2B). These results indicate that any potential defect in
TC-PTP-/- T cells is downstream of tyrosine phosphorylation and calcium mobilization

responses.

Gr-1" cells isolated from TC-PTP-/- splenocytes inhibit T cell proliferation

To identify the suppressive cell population present in the TC-PTP-/- spleen, we used magnetic
beads sorting. Since CD1 1b°/Gr-1" myeloid cells have the ability to inhibit T cell function (10-
16, 19-21), we first asked whether the Gr-1" population in the spleen of TC-PTP-/- mice was
responsible for the observed inhibition of T cell proliferation. TC-PTP+/+ and TC-PTP-/-
splenocytes were positively and sequentially purified for Thy-1 (T cells), CD19 (B cells) and
Gr-1 (macrophages, NK, neutrophils) cell surface expression. Gr-1" and cells depleted in T, B
and Gr-17 (Fr. 3) were tested for their capacity to inhibit T cell proliferation. We used T cells
isolated from TC-PTP+/+ mice in these experiments to ensure that inhibitory activities are solely
due to the tested population and avoid potential additional inhibitory effect resulting from the
absence of TC-PTP in the TC-PTP-/- lymphocytes. Our results demonstrate that T cell
proliferation after CD3 stimulation is completely abolished when T cells are cocultured with
positively magnetic beads sorted enriched Gr-1" cells from TC-PTP-/- splenocytes whereas the
remaining cells depleted of Gr-1"had no effect (Fig. 3A). Importantly, the same Gr-1" cell
population from TC-PTP+/+ did not inhibit cell proliferation when added to T cells (Fig. 3A).
Moreover, the inhibitory Gr-1" cell population is sensitive to L-leucine methyl ester (LME) since
treatment of TC-PTP-/- splenocytes with LME restored CD3-induced T cell proliferation (Fig.
3C). Since NO is known to be involved in immunosuppression (4-8, 22), we tested whether it
plays a role in the inhibition of lymphocyte proliferation mediated by TC-PTP-/- Gr-17 cells. The
NO production correlated with the intensity of the inhibition (Fig. 3B). Altogether these results
demonstrate that a Gr-1" population present in the spleen of TC-PTP-/- mice inhibits T cell

proliferation likely by a NO-dependent mechanism.

Inhibition of T cell proliferation mediated by Gr-1" splenocytes from TC-PTP-/- mice is
NO-dependent and requires IFN-y
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To confirm that NO produced by Gr-1" TC-PTP-/- cells was the main mechanism for the
suppression of proliferation, we asked whether L-NMMA, a competitive inhibitor of inducible
NO synthase (iNOS), was able to restore proliferation. The inhibition of proliferation could be
completely reversed when L-NMMA was added to TC-PTP+/+ T cells cocultured with
TC-PTP-/- Gr-17 cells (Fig. 4B). As shown in F ig. 4A, although there is the same number of T
cells in TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- splenocytes, the CD3-induced proliferation of TC-PTP-/-
splenocytes was reduced in presence of L-NMMA compared to TC-PTP+/+ splenocytes. As
mentioned above, this is likely due to the defective proliferation of TC-PTP-/- T cells. Moreover,
the production of NO correlated with the levels of inhibition and was dependent of IFN-y since a
blocking anti-IFN-y mAb prevented NO production and reversed completely the inhibition of
proliferation mediated by Gr-1" cells (Fig. 4C and 4D). These results suggest that NO production
is dependent of IFN-y and is involved in Gr-1" cell-mediated inhibition of T cell responses in

TC-PTP-/- mice. This NO-mediated anti-proliferative effect is partially reversed when T cells
have been preactivated with anti-CD3 mAbs for 6 h prior contact with the Gr-17 cells (Fig. 5).

Gr-1" cells from TC-PTP-/- mice inhibit T cell proliferation through a contact-dependent
mechanism

We noticed repeatedly that Gr-1" enriched cells from TC-PTP-/- but not from TC-PTP+/+ mice
stimulated by IFN-y added exogenously at 100 U/ml produced approximately half the amount of
NO as when cultured with CD3-stimulated T cells (Fig. 6A ). By contrast, resting T cells did not
enhance the IFN-y-induced NO production of Gr-1° TCP-PTP-/- cells (Fig. 6B). These data
suggest that additional signals mediated by activated T cells are required to achieve high levels
of NO production by Gr-1" cells isolated from TC-PTP-/- spleen. To determine whether these
signals involve cell-cell contact or only soluble mediators, we either cocultured the Gr-17
enriched cells with the T cells in the same well or separated by a semipermeable membrane.
Suppression of CD3-induced proliferation occurred only if TC-PTP-/- Gr-1" cells were in contact
with T lymphocytes (Fig. 6C). Similarly, high levels of NO production required a contact
between the Gr-1" cell population and T lymphocytes even in the presence of high amount of

IFN-y added exogenously (Fig. 6D).
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Characterization of the Gr-1" cell population isolated from TC-PTP-/- mice

Suppression of immune responses in pathological or non-pathological situations results often

from the accumulation of CD11b"/Gr-1" suppressive myeloid cell populations in the spleen (10,

19). By contrast, flow cytometry analysis revealed that there was not an accumulation of
CD11b'/Gr-1" in the spleen of TC-PTP-/- mice (Fig. 7). To further characterize functionally the
Gr-1" population, we tested whether secretion of NO was differently regulated in cells isolated
from TC-PTP-/- than in those isolated from TC-PTP+/+ splenocytes. As shown in Fig. 8A, LPS
alone or IFN-y alone induced NO production in TC-PTP-/- Gr-1" cells but only when added in
combination in TC-PTP+/+ Gr-1" cells. These results indicate that TC-PTP-/- Gr-1" cells are in
a different state of activation than TC-PTP+/+ Gr-1" cells. In an attempt to characterize further

the state of activation of Gr-1" cells, we compared their B7.1 (CD80) expression. The expression

of B7.1, a marker which is up-regulated in B cells and macrophages when activated, was present

in higher levels at the cell surface of unstimulated Gr-1" cells from TC-PTP-/- mice than Gr-1*

cells from TC-PTP+/+ mice (Fig. 8B). By contrast, there was not a significant difference in the
percentage and level of expression of Gr-1*, CD11b" or F4/80" cells between TC-PTP+/+ and
TC-PTP-/- Gr-1" population (Fig. 8C). The Gr-1" inhibitory cell population, i. e. Gr-1" purified
cells depleted for T and B cells, is more than 83% CD11b" double positive (Fig. 8C ).

Altogether, these results demonstrate that there is in the spleen of TC-PTP-/- mice a Gr-1" cell

population with the functional and phenotypic characteristics of activated cells.
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Discussion

In this study, we have identified the cell population and examined the mechanism that leads to
deficient proliferative responses to CD3 or LPS stimulation of TC-PTP-/- spleen cells. Our
results clearly demonstrate that an inhibitory Gr-1" cell population in the spleen of TC-PTP-
deficient mice prevents the proliferation of lymphocytes. This inhibitory activity is not linked to
a phenotypic or functional defect of TC-PTP-/- lymphocytes since proliferation of TC-PTP+/+
lymphocytes are inhibited to the same extent.

This inhibition is likely mediated by NO since L-NMMA, an iNOS inhibitor, completely restores
proliferation. Moreover, there is a strict correlation between NO levels and the degree of
suppression. In myeloid cells, NO is produced by the inducible enzyme, NO synthase (iNOS),
during the conversion of L-arginine to L-citrulline (23, 24). iNOS message and protein are
induced by a variety of stimuli such as IFN-y, TNF-a, IL-2 and LPS in macrophages (24-26). In
our study, IFN-y, produced by anti-CD3 activated T cells, is required for Gr-1* cell-mediated
suppressive activity. Indeed, neutralization of IFN-y with a specific mAb almost completely
abolished the inhibitory activity of Gr-1" cells and concomitantly high levels of NO secretion.
Moreover, IFN-y-induced NO production required cell-cell contact to achieve the levels of NO
sufficient for inhibition of lymphocyte proliferative responses. This cell-mediated signal is
present on activated T cells but not on resting cells. Moreover, CD3-stimulation of T
lymphocytes 6 hours before coculture with Gr-17 cells from TC-PTP-/- mice rescued the
proliferation of the cells almost completely. Therefore, NO-mediated proliferative suppression
likely acts by preventing the cells from entering the cell cycle or arresting the cells before the
first G1/S transition. Additional experiments are required to identify the molecules involved in
the increase of IFN-y-induced NO secretion by Gr-1" cells, to characterize the cellular targets of
NO and determine the effector mechanisms involved in the inhibition.

The Gr-17 inhibitory cell population in the spleen is heterogeneoﬁs and contains NK cells,
macrophages and neutrophils (27-29). There is not a significant difference in the percentage and

level of expression of Gr-1", CD11b" or F4/80" cells between TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- Gr-1*
populations. Depletion of the Gr-1" population of cells expressing the pan-NK marker DX5 did
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not abrogate inhibitory activity (data not shown). Moreover, treatment of splenocytes from
TC-PTP-/- mice with LME, which kills selectively cells with high lysosomal content (30),
restored T cell proliferation of splenocytes from TC-PTP-/- mice. Taken together these results
indicate that in the TC-PTP-/- spleen, the population of Gr-1" cells that inhibits T and B cell
proliferation through an NO- and IFN-y-dependent mechanism is likely to correspond to
suppressor macrophages that express the granulocyte-monocyte markers CD11b and Gr-1 which
have been studied in other experimental systems such as mice injected with superantigens,
tumors, virus, cyclophosphamide and bacteria (11-16, 20). This Gr-1" enriched population likely
corresponds to an heterogeneous population and the cells responsible for the inhibition might
correspond to a fraction of the Gr-1" CD11b" cells present in the spleen of TC-PTP-/- mice. The
equivalent inhibitory cell population might be present in the TC-PTP+/+ spleen but likely at
much lower numbers. Moreover, as reflected by the increased expression of the cell surface
marker B7.1, the Gr-1" enriched population from TC-PTP-/- mice had a more activated
phenotype than TC-PTP+/+ Gr-1" cells. Therefore, due to these quantitative and qualitative
differences among TC-PTP-/- and TC-PTP+/+ Gr-1" cells, much higher ratio of TC-PTP+/+
Gr-1" cells will be required for efficient inhibition of T cell proliferation.

We demonstrate that Gr-1" cells from TC-PTP-/- mice display an altered sensitivity towards
IFN-y or LPS signals compared to Gr-1" cells from TC-PTP+/+ mice. One possible explanation
for the preactivation state of macrophages is an excess of IFN-y secretion by T cells in vivo in
TC-PTP-/- mice. Our experimental data support this hypothesis since, when stimulated with anti-
CD3 mAb, TC-PTP-/- T cells produce larger amount of IFN-y than TC-PTP+/+ T cells (data not
shown). Alternatively, altered development of these cells in the bone marrow of TC-PTP-/- mice
might lead to the differentiation of these myeloid suppressor cells. The reported defect of stroma
cells in the bone marrow of TC-PTP-/- mice might be responsible for the impaired development
of myeloid cells (2). Moreover, TC-PTP has been shown to be a negative regulator of Jakl and
Jak3 (3) and the nuclear isoform of TC-PTP was identified as the Statl nuclear phosphatase (31,
32). Therefore, the expected high activity of Jakl and Statl in TC-PTP-/- mice may explain, at
least in part, the enhanced Statl/Jak1/2-mediated response to IFN-y and Statl/Tyk2 mediated
response to LPS in TC-PTP-/- macrophages. The hyperphosphorylation of Jakl and elevated
expression of iNOS of BMDM treated by IFN-y support this hypothesis (3).
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Moreover, our results indicate that in TC-PTP-/- T lymphocytes, early (i.e. calcium mobilization,
tyrosine phosphorylation and ERK1/2 activation, Fig. 2 and data not shown) and late (i.e. IL-2
secretion, data not shown) TCR signaling events were not affected. These results are in
agreement with studies showing that overexpression of TC-PTP does not affect IL-2
transcription (33). Nevertheless, it should be noted that as found in embryonic fibroblasts (9),
TC-PTP may play also an important role in the regulation of DNA synthesis of T and B cells.

In conclusion, we demonstrate that TC-PTP is involved in the functional and/or developmental
regulation of both lymphocytes and macrophages and highlight the important role that TC-PTP
may play in controlling immune responses. The inhibition of TC-PTP activity in macrophages is
associated with immunosuppressive properties and may therefore represent a novel approach to

control lymphocyte proliferation associated with autoimmune diseases and transplant rejection.
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Figures and figure legends
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Figure 1: Purified T and B cells from TC-PTP-/- splenocytes proliferate after mitogen
stimulation

(A) Splenocytes (4 x 105) and purified T cells (2 x 105) from spleen of TC-PTP+/+ and

TC-PTP-/- mice were left unstimulated (medium) or stimulated on mAbs-coated plate with anti-

CD3 (. After 24 h cells were pulsed with [3H]thymidine and harvested 18 h later. Data represent
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means = SD of triplicate cultures and are representative of ten experiments. In the experiment

shown, the percentage of CD3" and B220" cells was respectively 20% and 63% for TC-PTP+/+
and 19% and 60% for TC-PTP-/- splenocytes.

(B) Splenocytes (4 x 10%) from spleen of TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- mice were stimulated on
mAbs-coated plate with anti-CD3 in absence (-) or presence of IL-2 as indicated. Data represent

means = SD of triplicate cultures and are representative of two separate experiments. In the

experiment shown, the percentage of CD3” cells was respectively 12% for TC-PTP+/+ and 22%
for TC-PTP-/- splenocytes.

(C) Splenocytes (4 x 105) and B cells (2 x 105) from spleen of TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- mice
were left unstimulated (medium) or stimulated with LPS. The percentage of CD3+ and B220+

cells was as in (A).

After 24 h, cells were pulsed with [3H]thymidine and harvested 18 h later.
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Figure 2: CD3-induced tyrosine phosphorylation and calcium response is not affected in T

cells from TC-PTP-/- mice
(A) Total cell lysates from T cells purified from splenocytes of TC-PTP+/+ or TC-PTP-/- mice

were analyzed by phosphotyrosine immunoblotting. Cells were left unstimulated (-) or
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stimulated with anti-CD3 mAb (145.2C11) for indicated time. Left, positions of molecular mass
markers are shown in kilodaltons.

(B) T cells enriched splenocytes isolated from TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- mice were loaded with
indo-1 and stimulated with anti-CD3 (arrow a) and goat anti-hamster (arrow b) at the indicated
time. Intracellular calcium was measured by comparing the ratio of Indo-1 emission at 381 nm

(calcium-bound Indo-1) and 525 nm (free Indo-1) with excitation at 325 nm.
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Figure 3: Gr-1* cells purified from splenocytes of TC-PTP-/- mice inhibit T cell
proliferation

(A) Purified T cells from TC-PTP+/+ splenocytes were stimulated on mAbs-coated plate with
anti-CD3 with no additional cells (T) and in presence of the Fr.3 (T + Fr.3) or Gr-1* (T + Gr-17)
cell population isolated from TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- mice. Gr-1" cells were purified with
1+

magnetic beads and Fr.3 represents splenocytes depleted of T, B and Gr-1 cells. The

proliferation was measured by [3H]thymidine incorporation as described in Fig. 1.
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(B) After 42 h, supernatants were harvested and the amount of NO secreted was detected using
Griess reagent.

Data are the average of triplicate wells and are representative of four separate experiments.

(C) Splenocytes (4 x 10°) from TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- mice were treated (LME) or

untreated (untreated) with L-leucine-methyl ester and they were stimulated on mAbs-coated

plate with anti-CD3. After 24 h, cells were pulsed with [3H]thymidine and harvested 18 h later.

Data represent means + SD of triplicate cultures and are representative of two experiments.
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Figure 4: Involvement of IFN-y and NO secretion in Gr-1* immune suppression
(A) Splenocytes (T and B cell numbers as in Fig. 1) from TC-PTP-/- and TC-PTP+/+ mice were

stimulated on mAbs-coated plate with anti-CD3 alone (medium) or in presence of L-NMMA

('I\IG-Monomethyl-L-arginine.monoacetate; 0.5 mM), a competitive inhibitor of inducible NO

synthase (iNOS), or a neutralizing anti-IFN-y mAb (100 pg/ml). The proliferation was measured

by [3H]thymidine incorporation as decribed in Fig. 1.
(B) Purified T cells from TC-PTP+/+ splenocytes were stimulated with anti-CD3 and incubated

with Gr-17 cells isolated from TC-PTP-/- spleen when indicated (+) and were treated as in (A).

The proliferation was measured by [3H]thymidine incorporation as decribed in Fig. 1.
After 42 h, supernatants were harvested and the amount of NO secreted onto the culture
supernatants was detected using Griess reagent (C and D).

Data are the average of triplicate wells and are representative of three separate experiments.
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Figure 5: Preactivation of T cells prevents the inhibition of their proliferation by Gr-1"
cells from TC-PTP-/- mice

Purified T cells (2 x 10%) from TC-PTP+/+ mice were stimulated with anti-CD3 alone (T) or in
presence of Gr-17 cells (2 x 10°) from TC-PTP-/- mice (T + Gr-1%) after indicated time of

preactivation on mAbs-coated plate with anti-CD3. After 24 h, cells were pulsed with

[3H]thymidine and harvested 18 h later. Data represent means = SD of triplicate cultures and are

representative of two experiments.
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Figure 6: Suppression of T cell proliferation by Gr-1" cells purified from TC-PTP-/-
splenocytes requires a cell-cell contact

(A) Purified Gr-1" cells (1 x 10%) from TC-PTP+/+ splenocytes or TC-PTP-/- splenocytes were
cultured alone (medium), with IFN-y ( IFN-y) or with 1 x 10° CD3-activated T cells isolated
from TC-PTP+/+ splenocytes (T + anti-CD3). After 18 h, supernatants were harvested and the
amount of NO secreted was detected using Griess reagent.

(B) Purified Gr-17 cells (1 x 105) from TC-PTP-/- mice were cultured alone (medium), with
IFN-y (IFN-y), with unstimulated purified T cells from TC-PTP+/+ mice (T) or CD3-stimulated
purified T cells from TC-PTP+/+ mice (T + anti-CD3). After 42 h, supernatants were harvested
and the amount of NO secreted was detected using Griess reagent.

(C) Purified T cells (5 x105) from TC-PTP+/+ splenocytes (T) were stimulated on mAbs-coated
plate with anti-CD3. T cells were cultured alone (open columns) or with Gr-17 cells (filled
columns) purified from TC-PTP-/- or TC-PTP+/+ splenocytes as indicated. Where indicated, T

cells were cultured with Gr-1" cells in the same well (+) or in separate compartments (-) of a
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transwell plate. IFN-y was added in the upper compartment where indicated (IFN). The

proliferation was measured by [JH]thymidine incorporation as decribed in Fig. 1.

(D) After 42 h, supernatants were harvested and the amount of NO secreted was detected using
Griess reagent.

Data were the average of triplicates and were confirmed by one other independently performed

experiment.
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Figure 7: Gr-1" cells do not accumulate in the spleen of TC-PTP-/- mice

Flow cytometry analysis of the Gr-1" cell population from the spleen of TC-PTP+/+ and
TC-PTP-/- mice. Splenocytes were stained with FITC-anti-CD11b and PE-anti-Gr-1 mAbs or
FITC-anti-F4/80 and PE-anti-Gr-1 mAbs. In each plot, 10000 events were analyzed. The

experiment was repeated five times with similar results.
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Figure 8: Functional and phenotypic characterization of Gr-1" cells isolated from
TC-PTP-/- spleen

(A) Gr-17 cells (2 x 105) purified from TC-PTP+/+ and TC-PTP-/- splenocytes were left
unstimulated (-) or were stimulated with 100 U/ml IFN-y, 10 pg/ml LPS or IFN-y and LPS as
indicated. After 42 h culture, supernatants were harvested and the amount of NO secreted was

detected using Griess reagent
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(B) Flow cytometry analysis of B7.1 (CD80) expression at the cell surface of TC-PTP+/+ and
TC-PTP-/- Gr-1" cells. Gr-1" cells were stained with PE-anti-B7.1 mAb (thick line). PE-anti-
CD8 were used as controls for background staining (dotted line).

(C) Flow cytometry analysis of purified Gr-1"cells from spleen of TC-PTP+/+ and TC-PTP-/-

mice. Purified Gr-1" cells were stained with FITC-anti-CD11b and PE-anti-Gr-1 mAbs or with
FITC-anti-F4/80 and PE-anti-Gr-1 mAbs. In each plot, 10000 events were analyzed. The

experiment was repeated four times with similar results.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES
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Les résultats présentés dans I'article démontrent que chez des souris TC-PTP-/-, une
population cellulaire Grl* dans la rate inhibe la prolifération des lymphocytes B et T par un
mécanisme qui est dépendant d’un contact cellule-cellule et de la production de NO par les
cellules Gr-1*. De plus, notre étude montre que les cellules Gr-1* provenant de souris TC-PTP-/-
sont hypersensibles aux stimuli tels que le LPS ou I'TFN-y. Les résultats auxquels on se référe

mais qui ne sont pas présentés se trouvent dans cette section.
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Figure 9: Les cellules DXS5* ne sont pas impliquées dans I’inhibition de la prolifération des
cellules par les splénocytes de souris TC-PTP-/-

Les cellules T (1 x 10°) de souris TC-PTP+/+ sont cultivées seules ou en présence de splénocytes
(S) provenant de souris TC-PTP-/- qui ont été déplétés de cellules B et T (3 x 10°), de
splénocytes (S) provenant de souris TC-PTP-/- qui ont été déplétés de cellules B, T et DX5* (3 x
10°) ou avec la population DX5* purifiées de souris TC-PTP-/- (3 x 10°%). Aprés 24 h, ' ADN des
cellules est marqué avec la [*H] thymidine et les cellules sont récoltées 18 h plus tard. Les
données représentent les moyennes de culture en triplicata + 1'écart-type. Dans cette expérience
les splénocytes déplétés de cellules B, T et DX5* ont un taux résiduel de ces cellules <5% alors

que la fraction cellulaire DX5* est enrichie a 30%.
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Figure 10: Les cellules T purifiées de splénocytes TC-PTP-/- produisent plus d'IFN-y que
les cellules T purifiées de splénocytes TC-PTP+/+ :

Les cellules T (2 x 10°) sont cultivées en plaque de 96-puits, en présence (activé) ou en absence

(-) d'anticorps anti-CD3. Aprés 24 h les surnageants sont récoltés et la concentration en IFN-y est

déterminée en comparant la mesure trouvée avec une courbe standard.
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DISCUSSION
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La phosphorylation sur résidus tyrosine joue un rdle central et critique dans la traduction
de I’information environnementale en réponse cellulaire. Ce phénoméne de phosphorylation est
assuré par deux grandes familles de protéines qui ont des rdles contraires, les PTKs et les PTPs.
Le maintien des cellules T dans un état de repos est un processus actif qui nécessite un équilibre
dynamique entre les PTKs et les PTPs alors que I’activation de la cellule T représente un
changement dans cet équilibre. Dans le syst¢tme immunitaire, la régulation précise et coordonnée
de cet équilibre est nécessaire pour une réponse rapide contre les antigénes étrangers alors qu’un
débalancement entre les PTKs et les PTPs peut avoir des conséquences pathologiques comme
I’auto-immunité et I'immunodéficience. Depuis quelques années, de nombreuses recherches ont
apporté de précieuses informations quant a la régulation et aux fonctions attribuées aux PTKs.
Quant aux PTPs, les travaux des derniéres années prouvent qu'elles jouent des roles essentiels

dans la signalisation cellulaire.

Le but de ce projet de maitrise était d'étudier le role de la phosphatase TC-PTP dans la
signalisation cellulaire induite suite a I'activation des lymphocytes T. Ce projet a été initi€ suite a
des études préliminaires démontrant que la prolifération cellulaire des lymphocytes T et B était
inhibée quand les splénocytes totaux isolés de souris déficientes pour la TC-PTP (TC-PTP-/-)
étaient stimulés par la Con A et le LPS respectivement [3]. Ce résultat pouvait laisser présager
un rdle positif de la TC-PTP lors de I'activation des lymphocytes. Toutefois, nous avons montré
que la purification des lymphocytes permet de rétablir la prolifération de ces derniers. Ce résultat
suggere que le défaut de prolifération observé n’est pas dii a une propriété intrinséque des
lymphocytes mais est plutét dii a la présence d’une population inhibitrice dans les splénocytes.
En accord avec cette hypothése, les lymphocytes T de souris TC-PTP-/- ne semblent pas avoir de

défauts dans les événements initiaux de la cascade de signalisation intracellulaire tels que la
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phosphorylation sur résidus tyrosine et la mobilisation de calcium intracellulaire. Egalement,
I'absence de prolifération cellulaire des lymphocytes T de souris TC-PTP-/- ne peut pas étre
attribuée a une absence de production d'IL-2, qui est un facteur de croissance essentiel pour les
lymphocytes T, puisque 1'ajout de cette cytokine ne permet pas de rétablir la prolifération. Un
autre fait important a noter, est que ce défaut de prolifération cellulaire n'est pas li€ a un défaut
au niveau fonctionnel ou phénotypique des lymphocytes TC-PTP-/- puisque la prolifération
cellulaire des lymphocytes TC-PTP+/+ est inhibée de fagon similaire par la population
inhibitrice présente dans la rate de souris TC-PTP-/-. Il est important de souligner que méme si la
purification des lymphocytes rétablit la prolifération cellulaire suite a leur activation, il n'en
demeure pas moins qu'ils ont un taux de prolifération de 2 & 3 fois plus faible que les
lymphocytes purifiés de splénocytes TC-PTP+/+. Ce défaut de prolifération des lymphocytes
TC-PTP-/- est probablement attribuable au rdle positif que joue la TC-PTP dans le cycle
cellulaire [5]. A cause de cette derniére considération, les expériences portant sur 1'étude du
mécanisme d'inhibition ont ét€ réalisées avec les lymphocytes T provenant de souris TC-PTP+/+
pour s'assurer que l'activité inhibitrice observée est seulement due & la population testée en
évitant ainsi d’éventuels effets additionnels di a 1'absence de la TC-PTP dans les lymphocytes

TC-PTP-/-.

Nous avons donc identifié dans la rate des souris TC-PTP-/-, une population cellulaire,
les cellules Gr-1* qui empéchent la prolifération des lymphocytes. Afin d'établir le mécanisme
d'action de I'inhibition observée, nous avons évalué le réle du NO puisque cette molécule a déja
été reconnue comme étant un inhibiteur de la prolifération lymphocytaire [149, 151-153, 155] et
étant produite par les cellules Gr-1* dans de nombreux systémes [6, 7, 9-12, 148]. Pour ce faire,

l'effet d'un inhibiteur d'iNOS, le L-NMMA, sur les splénocytes de souris TC-PTP-/- a été testé.
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Les résultats permettent de conclure que l'inhibition est attribuable au NO puisque le L-NMMA
permet de rétablir complétement la prolifération cellulaire des splénocytes de souris TC-PTP-/-.
De plus, il y a une corrélation entre les niveaux de NO retrouvés dans les surnageants et le degré
de suppression de prolifération cellulaire observée. Dans les cellules myéloides, le NO est
produit par une enzyme inductible, la NO synthase (iNOS), suite & la conversion de la L-arginine
en L-citrulline. L'ARNm d'iNOS ainsi que la protéine sont induits par une variété de stimuli
comme IFN-y , TNF-a, IL-2 et le LPS dans les macrophages. Dans notre étude, I'lFN-y produit
par les cellules T qui ont été activées suite & une stimulation via le CD3 est requis pour
l'obtention de la suppression de la part des cellules Gr-1*. En effet, la neutralisation de I'IFN-y
avec un anticorps neutralisant, abolit presque complétement 1'activité inhibitrice des cellules Gr-

1* et 1a sécrétion de forts niveaux de NO.

En plus de I'TFN-y, la production de NO requiert un contact cellule-cellule pour permettre
la production de niveaux de NO suffisants pour inhiber la réponse cellulaire des lymphocytes. Ce
signal cellulaire est présent seulement a la surface de lymphocytes T activés et non sur les
cellules non-activées. Une molécule présente a la surface cellulaire des lymphocytes T activés
qui pourrait étre un candidat pour fournir ce signal est le CD40L (CD154) (revue dans [181]). Il
a été démontré dans différents modeles d'étude que les cellules myéloides peuvent produire de
grandes quantités de NO suite & une stimulation par I'ITFN-y et par la liaison de la molécule CD40
présente a la surface de ces cellules [182, 183]. De plus, il est important de noter qu'une
préactivation des lymphocytes T avec un anti-CD3, 6 heures avant la coculture avec les cellules
Gr-1" de souris TC-PTP-/-, permet de rétablir en partie la prolifération cellulaire des
lymphocytes. Cette derniére observation concorde bien avec le mécanisme d'inhibition attribué
au NO puisque la suppression de la prolifération cellulaire par ce dernier semble agir en

empéchant les cellules d'entrer dans le cycle cellulaire ou en les arrétant avant la premiére
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transition, dans la phase G1/S. Ainsi, les lymphocytes T qui ont été préactivés, semblent étre
dans une phase du cycle cellulaire ou le NO n'a plus d'effet. Des expériences additionnelles
seront requises pour identifier les molécules impliquées dans 1'augmentation de la sécrétion de

NO suite a la stimulation des cellules Gr-1* par I'lFN-y, caractériser les cibles cellulaires du NO

et déterminer les mécanismes effecteurs impliqués lors de I'inhibition.

La population cellulaire inhibitrice Gr-1* retrouvée dans la rate est hétérogéne et contient
des cellules NK, des macrophages et des neutrophiles [184-186]. Il n'y a pas de différences
significatives dans le pourcentage et le niveau d'expression des marqueurs Gr-1*, F4/80* ou
CD11b" entre les populations Gr-1* de souris TC-PTP+/+ et TC-PTP-/-. La déplétion des cellules
exprimant le marqueur de sélection pan-NK, le marqueur DX5, dans la population cellulaire Gr-
1* ne permet pas d'abolir I'activité inhibitrice. Ce qui permet d'affirmer que 1'activité inhibitrice
n'est pas reliée a la présence des cellules NK dans la population cellulaire Gr-1*. De plus, le
traitement des splénocytes de souris TC-PTP-/- avec le LME qui tue sélectivement les cellules
avec un fort contenu lysosomal [187], rétablit la prolifération des splénocytes de souris
TC-PTP-/-. L’ensemble de ces résultats indiquent que, dans la rate des souris TC-PTP-/-, la
population cellulaire Gr-1* qui inhibe la prolifération des lymphocytes T et B suite & un
mécansime NO- et IFN-y-dépendant correspond probablement & des macrophages. Ces cellules
expriment les marqueurs monocytaire et granulocytaire CD11b et Gr-1 et correspondent
probablement aux macrophages suppresseurs décrits dans d'autres systémes expérimentaux
comme les souris injectés avec des superantigénes, souris immunisées avec des vaccins viraux,

souris infectées avec des bactéries et parasites, et des souris qui portent des tumeurs [6-12].

Nous nous sommes demandé par la suite pourquoi les cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/-

n'agissaient pas comme les cellules Gr-1* de souris TC-PTP+/+. Une des premiéres hypothéses
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qui a été testée est I'absence de production d'un facteur de régulation qui agirait négativement sur
I'activation des cellules Gr-1*. Un candidat potentiel de ce facteur qui pourrait permettre de
désactiver les cellules myéloides et/ou de réguler a la baisse la production de NO est le TGF-
[159]. Cependant, la coculture de cellules Gr-1* provenant de souris TC-PTP-/- avec des
splénocytes de souris TC-PTP+/+ ne permet pas d'enlever l'inhibition de la prolifération
cellulaire. La dérégulation des cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/- ne peut donc pas étre attribuée

a l'absence d'un facteur de régulation négative de l'activation.

L'activité inhibitrice qui permet de différencier les cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/- de
celle des souris TC-PTP+/+ est plutdt attribuable a une hypersensibilité de ces cellules a certains
stimuli. En effet, nos résultats démontrent que les cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/- présentent
une sensibilité accrue a I'TFN-y et au LPS comparé aux cellules Gr-1*de souris TC-PTP+/+. Cette
différence dans I'état d'activation des cellules est reflétée par une augmentation de l'expression du
marqueur membranaire B7.1. Une explication possible pour cet état de préactivation des
macrophages est un exces de sécrétion dTFN-y par les lymphocytes T in vivo dans la souris TC-
PTP-/-. Nos données expérimentales sont en accord avec cette hypothése puisque la stimulation
avec un anticorps anti-CD3 des cellules T de souris TC-PTP-/- produisent des quantités dTFN-y
beaucoup plus importante que celles produites par des cellules T de souris TC-PTP+/+.
Alternativement, mais non exclusivement, le développement altéré de ces cellules dans la moélle
osseuse de souris TC-PTP-/- peut mener a la différenciation de ces cellules myéloides
suppressives. Le défaut des cellules stromales de la moélle osseuse de souris TC-PTP-/- pourrait

étre responsable du développment anormal de ces cellules myéloides [3].

D'autres études permettent également d'apporter des éléments de réponse quant a

I'hypersensibilité des cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/- suite a une stimulation par I'IFN-y.
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Comme mentionné précédemment, la liaison de I'IFN-y a son récepteur, induit l'activation des
tyrosine kinases Jakl et de Jak2. Comme décrit dans la Figure E, I’activation de Jak1/2 va
déclencher une série d’événements aboutissant a la phosphorylation et la translocation de Statl
au noyau et sa liaison a des séquences cibles pour permettre la transcription de certains genes
comme iNOS (revue dans [188]). La protéine Statl est par la suite déphosphorylée et retourne au
niveau du cytoplasme, [136]. Une étude récente identifie la TC-PTP comme la tyrosine
phosphatase qui va permettre la déphosphorylation dans le noyau de Statl [143]. Ainsi, en
absence de la TC-PTP dans les cellules Gr-1*, la déphosphorylation de Statl n’aurait pas lieu. La
sensibilité accrue des cellules Gr-1* de souris TC-PTP-/- suite a leur stimulation par I'IFN-y
pourrait donc en partie s’expliquer par une absence de régulation négative de la réponse induite
par I'IFN-y au niveau de Statl.

L'implication de la TC-PTP a un autre niveau lors de la signalisation induite en réponse a
I'TFN-y permettrait d'expliquer également 1’hypersensibilité des cellules Gr-1* de souris
TC-PTP-/-. La TC-PTP a été montrée récemment comme étant un régulateur négatif de Jakl et
Jak3 [4]. Ainsi, dans les macrophages TC-PTP-/-, la réponse a I'IFN-y qui est régulée par Jak1 et
Jak2 devrait étre augmentée. L'hyperphosphorylation de Jakl observée ainsi qu'une expression
élevée d'iNOS dans les BMDMs traités avec de 1'l[FN-y sont en accord avec cette hypothése [4].
La réponse au LPS est aussi augmentée dans les macrophages de souris TC-PTP-/- comparé aux
macrophages TC-PTP+/+. Puisque la réponse au LPS passe en partie par 1’activation de Statl
suite & l'activation de Tyk-2 [189], il est tentant d’envisager que Tyk-2 pourrait étre aussi un

substrat de la TC-PTP.

En conclusion, nos résultats indiquent que la TC-PTP est impliquée dans la fonction et/ou
la régulation du développement des macrophages. De plus, la TC-PTP semble jouer un réle dans

les lymphocytes puisque, comme montré dans les fibroblastes, 1a TC-PTP contrdle la vitesse de
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prolifération de ces cellules. D'autres recherches sont requises pour déterminer précisément les
bases moléculaires de la contribution de la TC-PTP dans la régulation des cellules myéloides et

des lymphocytes.
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