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Ingrid SABA
RESUME

Dok-1 est un des deux membres de la famille Dok (Downstream of kinase)
exprimés dans les lymphocytes T. Cette protéine est phosphorylée sur tyrosine lorsque
la cellule est stimulée par les récepteurs de co-stimulation CD28 ou CD2 mais non par
le complexe TCR/CD3. Il a été démontré que Dok-1 est un régulateur négatif
spécifique des voies de signalisation initiées par CD2. Son association avec RasGAP
est un des mécanismes proposés pour expliquer son activité inhibitrice sur la voie des
MAP kinases ERK1/2. La fonction de Dok-1 dans la régulation de la voie CD28 est
encore inconnue. Nous avons tout d’abord caractérisé 1’expression et la régulation de
sa phosphorylation dans les lymphocytes matures et immatures chez la souris. Nous
montrons que cette protéine est exprimée dés le stade le plus immature des
thymocytes. Son expression demeure constante tout au long du développement des

thymocytes.

Afin de mieux caractériser le role de Dok-1 dans la régulation de I’activation
des lymphocytes T, nous avons généré des souris transgéniques qui surexpriment
différents niveaux de Dok-1. L’expression du transgéne est contrdlée par le promoteur
hCD2, ce qui permet une expression dés le stade DN2 dans les thymocytes et chez les
lymphocytes matures. Nous démontrons que la surexpression de Dok-1 affecte le
développement des thymocytes, plus spécifiquement la transition du stade DN & DP.
Le nombre de thymocytes totaux est diminué de 10 & 15 fois en fonction du niveau de
surexpression du transgéne. Comme attendu, le nombre de lymphocytes présents dans
la rate est aussi diminué. Nous observons également une diminution du rapport
CD4"/CD8" tant au niveau du thymus que de la rate. Ces résultats suggérent que
Dok-1 pourrait jouer un rdle de régulateur négatif de la signalisation initiée par le pré-
TCR mais aussi lors de la sélection et/ou de la survie des lymphocytes T CD8". Par
contre, la signalisation initiée par le TCR des thymocytes au stade DP semble
normale. En effet, la régulation a la hausse des marqueurs d’activation CD5 et CD69
suite 4 une stimulation par le TCR n’est pas affectée. De plus, le niveau d’expression
du complexe TCR/CD3 dans les thymocytes DP et SP et chez les lymphocytes

périphériques est normal.
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Nous avons analysé I’effet fonctionnel de Dok-1 sur la prolifération des
lymphocytes T et sur la sécrétion de cytokines induite suite a une stimulation par le
TCR. Alors que la prolifération des lymphocytes T CD4" ou CD8" n’est pas affectée
par la surexpression de Dok-1, la sécrétion de cytokines est grandement influencée. En
effet, nous montrons que les lymphocytes T CD4", suite & une stimulation par le TCR,
produisent moins d’IL-2 mais beaucoup plus d’IFN-y. La production d’IL-4 ne semble
pas affectée sauf lors d’une stimulation des cellules par une combinaison de PMA et
d’ionomycine ou elle est augmentée. Les cellules T des souris transgéniques ont un
phénotype de cellules mémoires puisqu’elles expriment davantage le marqueur CD44
de fagon dépendante du niveau de surexpression de Dok-1. Par contre, les marqueurs,
CD69 et CD25, qui sont régulés a la hausse précocement suite a la stimulation des
cellules, sont exprimés normalement. Enfin, nous montrons que les défauts observés
chez nos souris transgéniques, tant au niveau des fonctions que de la maturation des
lymphocytes T, ne semblent pas étre attribuable & une diminution de I’activation de la

voie des MAP kinase ERK1/2.

En conclusion, nos résultats indiquent que Dok-1 pourrait jouer un rdle tant au
niveau de la signalisation initiée par le pré-TCR que celle initiée par le TCR dans les
lymphocytes immatures et matures. La caractérisation des interactions moléculaires
mises en jeu par Dok-1 pourrait permettre une meilleure compréhension des

mécanismes qui contrdlent la maturation et ’activation des lymphocytes T.
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Nous avons analysé I’effet fonctionnel de Dok-1 sur la prolifération des
lymphocytes T et sur la sécrétion de cytokines induite suite a une stimulation par le
TCR. Alors que la prolifération des lymphocytes T CD4" ou CD8" n’est pas affectée
par la surexpression de Dok-1, la sécrétion de cytokines est grandement influencée. En
effet, nous montrons que les lymphocytes T CD4", suite & une stimulation par le TCR,
produisent moins d’IL-2 mais beaucoup plus d’IFN-y. La production d’IL-4 ne semble
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de fagon dépendante du niveau de surexpression de Dok-1. Par contre, les marqueurs,
CD69 et CD25, qui sont régulés a la hausse précocement suite a la stimulation des
cellules, sont exprimés normalement. Enfin, nous montrons que les défauts observés
chez nos souris transgéniques, tant au niveau des fonctions que de la maturation des
lymphocytes T, ne semblent pas étre attribuable a une diminution de I’activation de la
voie des MAP kinase ERK1/2.

En conclusion, nos résultats indiquent que Dok-1 pourrait jouer un role tant au
niveau de la signalisation initiée par le pré-TCR que celle initiée par le TCR dans les
lymphocytes immatures et matures. La caractérisation des interactions moléculaires
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mécanismes qui controlent la maturation et I’activation des lymphocytes T.
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INTRODUCTION

Les lymphocytes T jouent un role central dans la régulation de la réponse
immunitaire. Les cellules T expriment a leur surface des récepteurs de cellules T
(TCR). Ces récepteurs sont générés par le réarrangement des loci o B ou v 6. Il s’agit
d’un processus aléatoire qui génére des lymphocytes T avec des TCR trés diversifiés
capables de reconnaitre une multitude de peptides antigéniques différents. Les
peptides sont présentés au lymphocyte T par une molécule du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) a la surface d’une cellule présentatrice d’antigéne (CPA).
Les co-récepteurs CD4 et CD8, également exprimés a la surface des lymphocytes T,
participent & la stabilisation de I’interaction du TCR avec le complexe peptide/CMH
(van der Merwe et Davis., 2003). L’éducation des cellules T dans le thymus génére
des lymphocytes T matures, fonctionnels, non autoréactifs et avec la bonne restriction
aux molécules de CMH (Kappler et al., 1987). Ces cellules sont ensuite capables

d’engendrer une réponse immune adéquate a la stimulation regue.

La spécificité, I’intensité et la durée de la réponse T sont engendrées par une
cascade de signaux intracellulaires initiée non seulement par le TCR suite & son
interaction avec le complexe peptide/CMH mais aussi par la liaison de molécules de
co-stimulation telles que CD28 ou CD2 a leurs ligands (Alberola-Ila et al., 1997). La
cellule posséde des régulateurs positifs et négatifs qui contrdlent le seuil minimal
d’activation ainsi que la durée et I'amplitude de la réponse. Les régulateurs
d’activation cellulaire peuvent étre des kinases, des phosphatases ou des protéines

adaptatrices.

Les molécules adaptatrices jouent un role essentiel dans l'intégration des
signaux issus du TCR et de ceux issus d'autres récepteurs de co-stimulation comme
CD28 ou CD2. Les protéines Dok (Downstream Of Kinase) font partie de cette
famille de molécules dites adaptatrices. Elles présentent plusieurs domaines ou motifs
qui, par le biais d'interactions de type «protéine-protéine» ou «protéine-lipides», leur
permettent de transférer un signal initié par un récepteur vers des mécanismes

effecteurs (Veillette, 2004). Deux membres de cette famille, Dok-1 et Dok-2, sont



exprimés par les lymphocytes T. La contribution des protéines Dok dans la régulation

de la signalisation intracellulaire des cellules T est trés peu connue.

Nous savons que Dok-1 est phosphorylé lorsque les lymphocytes T sont
stimulés par les récepteurs CD28 ou CD2 et non via le complexe TCR/CD3 (Michel er
al., 2001). Dok-1 semble étre un régulateur négatif de la voie CD2 chez les
lymphomes Jurkat T (Nemorin ef al., 2001). Son association avec RasGAP est un des
mécanismes proposés pour expliquer son activité inhibitrice sur la voie des MAP
kinases ERK1/2. Dok-1 est un substrat spécifique de la voie d’activation CD28.
Cependant, son réle dans la régulation de cette voie d’activation est encore inconnu.
L’ensemble des résultats énoncés ci haut et étant donné que les récepteurs CD2 et
CD28 sont impliqués dans la maturation et 1’activation des lymphocytes T, nous
supposons que Dok-1 est un modulateur important de la réponse T. L’effet inhibiteur
de Dok-1 pourrait jouer un réle important en terminant ou en empéchant des signaux
d’activation inappropriés initiés suite 4 1’engagement du TCR. Alternativement, la
signalisation engendrée par Dok-1 pourrait intervenir pour empécher ’activation
polyclonale non spécifique via CD2 ou CD28. Pour tester ces hypothéses, nous avons
généré des souris transgéniques qui surexpriment différents niveaux de la protéine
Dok-1 humaine. L’expression du transgéne est sous le contrdle du promoteur CD2
humain (hCD2) ce qui permet ’expression de la protéine dans les lymphocytes T
immatures et matures. Avec cet outil, nous pouvons, d’une part, étudier le rdle in vivo
de Dok-1 dans le développement et dans les fonctions du lymphocyte T. D’autre part,
nous disposons ainsi d’une source de cellules T primaires qui surexpriment la protéine
Dok-1 nous permettant de réaliser in vitro des études biochimiques et fonctionnelles

dans un contexte plus physiologique que celles effectuées sur des lignées cellulaires.

En premier lieu, I’expression de Dok-1 endogéne a été évaluée au niveau des
différentes sous-populations des cellules T dans le thymus et la rate des souris de type
sauvage. Ces différentes sous-populations se distinguent par cytométrie en flux en
analysant ’expression de molécules de surface telles que les co-récepteurs CD4 et
CD8. La cellularité des organes lymphoides (thymus et rate) de souris transgéniques et
de type sauvage, a aussi été vérifiée. Chez les souris transgéniques qui surexpriment
Dok-1, nous observons une réduction de la cellularité et une inhibition de la

maturation des thymocytes. Cela suggére que la protéine Dok-1 joue un rdle dans la



régulation des signaux de survie des thymocytes en développement. Son rdle dans
I’étape précise de I'inhibition de la maturation des cellules T a également été
caractérisé par cytométrie en flux. Des tests de prolifération cellulaire et de sécrétion
de cytokines ont permis d’évaluer 1'impact de Dok-1 sur I’activation des lymphocytes
T. Par ailleurs, des tests biochimiques nous ont permis de préciser les mécanismes par

lesquels la protéine Dok-1 exerce ses fonctions.

La stimulation par CD28 joue un rdle dans la prolifération et l'activation des
lymphocytes T, cellules considérées comme le chef d'orchestre de la réponse
immunitaire. Nos études tentent donc d'élucider I’impact de la voie de signalisation
impliquant Dok-1 et induite par CD28 sur I'expansion/sélection des thymocytes ainsi

que sur la fonction des lymphocytes T matures.
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REVUE DE LITTERATURE

1. Les lymphocytes T

Les cellules T immatures, ou thymocytes, se différencient dans le thymus ou elles

acquiérent ’expression du TCR. Les lymphocytes T peuvent étre séparés en deux

sous-groupes selon I’expression des chaines qui forment leur TCR. Environ 95 % des

lymphocytes T du sang et des tissus lymphoides chez I’humain et chez la souris

expriment un TCR composé des chaines a et/ou 8. Une petite partie des lymphocytes

T (1 a5 %) exprime un autre isoforme de TCR constitué des chaines y et 8. Les

lymphocytes TCRyé se trouvent majoritairement (plus de 50 % des cellules T) dans

les tissus épithéliaux notamment dans la peau, les intestins et le syst¢me reproducteur

(Carding et Egan, 2002) (voir tableau I).

Tableau I: Principales caractéristiques des différents types de lymphocytes

CARACTERISTIQUES LYMPHOCYTES T, LYMPHOCYTES T, LYMPHOCYTES B
TCRaf TCR y6
Complexe reconnaissant TCR o8 + complexe TCR v + complexe BCR (Ig)
Pantigéne CD3 CD3
Antigéne reconnu / Peptide/CMH Toull | D’origine protéique ou | D’origine protéique ou

restriction CMH

selon co-récepteur

autre / rare

autre / aucune

exprimé
Phénotype CD4" ou CDS§’ CD4CD§ CD19°CD20*
Fréquence dans le sang 65-75 % 1-5% 5-10 %
Fonctions effectrices CD4": Ty CTL Production d’Ig
CD8": CTL Production de cytokines
Production de (Tl >Ty2)
cytokines (Ty1/Ty2)

Fonctions immunitaires

Reéponse cellulaire

Régulatrices / immuno-

surveillance

Réponse humorale

Adapté de Carding, S.R., Egan, P.J, Nat Rev Immunol, 2002, 2: 336-345




2. Activation des lymphocytes T

Les lymphocytes T regoivent plusieurs signaux lors de leur rencontre avec une
CPA. Le premier signal est généré par le complexe TCR/CD3 mais d’autres signaux
sont fournis par des récepteurs de co-stimulation comme CD2, CD28 ou par d’autres
molécules telles que la molécule d’adhésion CD11a/CD18 (LFA-1) ou la molécule
CDs.

Pour activer les génes responsables de 1’induction des réponses effectrices du
lymphocyte T, la cellule requiert un second signal émis par les CPA dites
professionnels qui renforce le premier signal de reconnaissance TCR-peptide / CMH.
CD28, récepteur 4 la surface des lymphocytes T, agit comme co-stimulateur et aide a
I’activation des lymphocytes T naifs (Bluestone, 1995). Les études réalisées a ce sujet
montrent qu’en bloquant I’interaction de CD28 avec ses ligands (CD80 ou CD86), les
lymphocytes T ne sont pas activés et la cellule peut entrer en état d’anergie. La
stimulation du TCR et des récepteurs de co-stimulation CD2 ou CD28 initie une
cascade de signalisation intracellulaire avec des substrats communs et uniques a
chacune des voies. En effet, la protéine adaptatrice Dok-1, en est un exemple. Cette
protéine est phosphorylée sur résidus tyrosine lorsque les lymphocytes T sont stimulés

par CD28 ou CD2 et non via le complexe TCR/CD3 (Michel et al., 2001).

2.1 Signalisation positive
2.1.1 Voies d’activation initiées par le complexe TCR/CD3

2.1.1.1 Formation du complexe TCR/CD3

Les chaines o. et B du TCR a la surface des lymphocytes T reconnaissent un
peptide antigénique présenté par une molécule de CMH mais ne transmettent aucun
message a I’intérieur de la cellule. Les chaines a et B du TCR forment un complexe en
s’associant avec les chaines non-polymorphes v, 8, € de la molécule CD3 et avec

I’homodimére £ du TCR chez I’humain et chez la souris ou avec 1’hétérodimére {n



du TCR chez la souris. Selon le modéle de la formation du complexe TCR/CD3,
chaque chaine a et chaque chaine 8 du TCR s’associent avec un dimére 8¢, un dimére
ye et un homodimére £ ou un plus rarement avec I’hétérodimeére {n (de la Hera et al.,
1991). La portion cytoplasmique de ces chaines contient des motifs qui se nomment
ITAM pour Immunoreceptor-based Tyrosine Activation Motif renfermant une
séquence consensus YxXI/L x(.5)YXXI/L ou Y est une tyrosine, I est une isoleucine, L
une leucine et x n’importe quel acide aminé (Reth, 1989). En tout chaque TCR
contient 10 motifs ITAM qui sont responsables du déclenchement de la cascade de
signaux intracellulaires qui meénent a ’activation des lymphocytes T (Ashwell et

Klusner, 1990).

2.1.1.2 Signalisation via le TCR/CD3
2.1.1.2.1 Les PTK: p56 Lck, Syk et Zap-70

La cascade intracellulaire initiée par le complexe TCR/CD3 débute lorsque
p56Lck, une protéine tyrosine kinase (PTK) de la famille Src, phosphoryle les motifs
ITAM des chaines cytoplasmiques du complexe TCR/CD3. La kinase p56Lck est
associée au domaine cytoplasmique des co-récepteurs CD4 et/ou CDS8. Ces co-
récepteurs contribuent a la stabilisation de I’interaction du TCR avec le complexe
peptide/CMH puisqu’ils interagissent directement avec une portion de la molécule
CMH. CD4 et CD8 participent également au recrutement de p56Lck a proximité de la
zone de contact cellule T-CPA (Veillette, 2004).

L’activation de p56Lck est régulée par CD45 et CSK (figure A). CD45, une
protéine tyrosine phosphatase (PTP) exprimée & la surface des lymphocytes T, est
responsable de déphosphoryler la tyrosine 505 en C-terminal de p56Lck. La
déphosphorylation de cette tyrosine inhibitrice de p56Lck permet a la protéine
d’adopter une conformation active. De ce fait, une fois recrutée dans la zone
d’interaction cellule T-CPA, la PTK p56Lck peut accomplir ses fonctions effectrices
dans la cascade de signalisation intracellulaire lors de 1’activation des lymphocytes T
(Alexander., 2000). A I’encontre de CD45, la PTK Csk phosphoryle la tyrosine

inhibitrice forgant Lck & adopter une conformation inactive (Davidson et al., 2003).



CD45

—l Y
. |y <
v CSK y |—— Tyrosine inhibitrice
déphosphorylée
Lck inactive Lck active

[ ] Domaine SH2
L1 Domaine kinase

Figure A: Régulation de I’activation de p56 Lck, une PTK de la famille Sre,

par la PTPase CD45 et la PTK Csk. La tyrosine phosphatase (PTP) CD45 est
responsable de déphosphoryler la tyrosine 505 en C-terminal de p56Lck. La
déphosphorylation de cette tyrosine inhibitrice de p56Lck permet a la protéine d’adopter
une conformation active. A I'encontre de CD45, la PTK Csk phosphoryle la tyrosine

inhibitrice forcant Lck a adopter une conformation inactive.

La forme active de la protéine kinase p56Lck, associée aux queues
cytoplasmiques de CD4 ou de CD8, phosphoryle les motifs ITAM des chaines v, §, €
de la molécule CD3 et des sous-unités £ du TCR qui, a leur tour, recrutent et activent
les tyrosine kinases Syk et Zap-70, la zeta ({)-associated protein (Cantrell, 1996). Ces
kinases phosphorylent ensuite d’autres protéines comme LAT (Linker for Activation

of T cells) qui transmettent le signal jusqu’au point effecteur de la cellule.

2.1.1.2.2 Protéines adaptatrices: LAT et SLP-76

Briévement, LAT est une molécule adaptatrice transmembranaire qui joue un

role clé dans la coordination de la signalisation initiée par 1’activation des



lymphocytes T (Zhang et Samelson, 2000). La phosphorylation de LAT lui permet de
participer a la formation de complexes multiprotéiques, entre autre avec SLP-76 (SH2
domain containing Leukocyte Protein of 76 kDa). Par conséquent, SLP-76 est recruté
a la membrane via LAT et s’associe a4 la protéine GADs (Grb2-related Adaptor
Dowstream of Shc). Le complexe SLP-76/GADs méne & 1’activation de la PLCy-1
(PhosphoLipase C y-1) et de p21Ras (Paz ef al., 2001). La voie p21Ras constitue une
des voies d’activation des MAPK (Mitogen Associated Protein Kinases) et sera
détaillée dans la section 2.1.1.2.4. L’activation des protéines ERK (Extracellular
signal-Regulated protein Kinase), JNK (c-JUN N-terminal Kinase) et p38 constituent
les trois voies d’activation des MAPK. Ces kinases sont activées suite a leur
phosphorylation sur des résidus sérine/thréonine et tyrosine contenus dans une

séquence d’acides aminés bien particuliére (Alberola-1la et al., 1997).

2.1.1.2.3 Mobilisation du calcium

La mobilisation de calcium engendrée par la phosphorylation de 1la
phospholipase C-y 1 fait partie des événements biochimiques importants suite a
Pactivation des lymphocytes T. Cette phospholipase est recrutée a la membrane via
son interaction avec la protéine transmembranaire LAT. PLC-y1 est responsable de
I’hydrolyse des lipides membranaires tels que le phosphatidylinositol 4,5-diphosphate
(PIP2), ce qui génere du inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG).
L’IP3 se fixe sur des récepteurs & la surface du réticulum endoplasmique et permet le
relargage de calcium des réservoirs (Berridge, 1993) (Figure B). Cette augmentation
du flux de calcium intracellulaire permet I’activation de la calcineurine, une sérine
phosphatase calcium / calmoduline-dépendante qui participe 4 la déphosphorylation
du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor for Activated T cells) et son entrée
dans le noyau (Crabtree et Clipstone, 1994). Une fois dans le noyau, NFAT forme un
complexe avec le facteur de transcription AP-1 (Activating Protein-1). Les facteurs
NFAT et AP-1 (composé des facteurs Fos/Jun) se lient & leurs sites respectifs sur le

promoteur du géne de I’IL-2 et stimulent sa transcription (Woodrow ef al., 1993).



ARAAAAR
CISSISEEY

Synthése IL-2 et activation cellulaire

Figure B: Signalisation via le complexe TCR/CD3 qui méne a Pactivation de

PLC-y lors de I’activation des lymphocytes T. Lorsqu’un TCR et les co-récepteurs
CD4 ou CD8 s'engagent avec une molécule de CMH présentant un peptide étranger, le
complexe CD3 transduit trois types de signaux activateurs pour stimuler les lymphocytes :
(1) la phosphorylation de protéines membranaires et cytoplasmiques, (2) 1'hydrolyse de
phospholipides inositol de la membrane plasmique, et (3) l’augmentation de la
concentration du calcium cytoplasmique. Tous ces signaux vont permettre la transcription
de génes qui peuvent induire la prolifération, la différenciation, l’activation, I'apoptose

ou l'anergie.
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2.1.1.2.4 La voie MAPK Ras/Raf-1/MEK/ERK1/2

L’hydrolyse des PIP2 génére non seulement de I’'IP3 mais aussi du
diacylglycérol. Le DAG active les sérine/thréonine kinases de la famille des protéines
kinases C (PKC) (Szamel et Resch, 1995). PKC est impliquée dans plusieurs voies de
signalisation dont la voie de NF-xB (Nuclear Factor Kappa B), mais son réle dans
I'activation de la voie p21Ras demeure controversé (Izquierdo ef al., 1994). Le
mécanisme d’activation de la voie p21Ras n’est pas entiérement connu. Les petites
protéines G comme p21Ras, Rho et Rac semblent initier la cascade de signalisation
menant a I’activation des MAPK, soit p21Ras pour la voie ERK1/2 et Rho/Rac pour la
voie p38 et JNK (Alberola-Ila er al., 1997). Ces petites protéines G sont activées par
divers stimuli ou par une situation de stress. La superfamille Ras est composée d’un
groupe de petites protéines G impliquées dans la prolifération cellulaire, la

différenciation, I’apoptose et ’organisation du cytosquelette.

Lors de I’activation du TCR, la molécule adaptatrice Shc (Src Homologus and
Collagen) est recrutée aux ITAM des sous-unités £ du TCR et semble former un
complexe &/Shc/Grb2. La protéine adaptatrice Grb2 serait responsable du recrutement
de SOS (Son Of Sevenless) a la membrane (Koretzky, 1997). Par ailleurs, tel que
mentionné précédemment, la protéine GADs est également recrutée a la membrane
par I'intermédiaire de LAT. GADs et SOS sont des facteurs capables d’échanger les
guanines ou GEF (Guanine Exchange Factor). Ces GEF régulent positivement
I"activation de p21Ras. En effet, sous I’action du complexe Grb2/SOS, la forme Ras-
GDP est changée pour du Ras-GTP, la forme active de p21Ras (Egan e al., 1993).
Ras-GTP active la kinase Raf-1 qui active MEK et ERK1/2, une voie de signalisation
ou ERK1 et ERK2 sont transloqués dans le noyau et phosphorylent directement des
facteurs de transcription comme Fos et Jun (Graves et al., 1995). Par ailleurs, RasGRP
(Ras Guanyl nucleotide-Releasing Protein) est une autre molécule 2 activité GEF qui
est exprimée par les lymphocytes T et qui régule positivement 1’activation de p21Ras.
RasGRP possede un domaine de liaison de type DAG C1 qui lui permet d’interagir

avec le diacylglycerol (DAG) généré lors de I’hydrolyse des lipides membranaires. De
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ce fait RasGRP est localisée a la membrane a proximité de p21Ras sur laquelle elle
exerce une régulation positive (Dower et al., 2000; Roose et Weiss, 2000). Enfin, la
protéine p120RasGAP & activitt GTPase (Ras GTPase Activating protein) agit a
I’inverse des GEF et régule & la baisse l’activation de Ras en favorisant
I’accumulation de sa forme liée au GDP (Ras-GDP) suite a la stimulation du TCR.
L’activation de p120RasGAP représente un des moyens qu’utilise la cellule afin de

réguler 4 la baisse ’activation de la voie p21Ras (Figure C).

La voie d’activation de p21Ras et la mobilisation du calcium sont parmi les
événements biochimiques les plus importants & étre déclenchés lors de 1’activation
cellulaire via le complexe TCR/CD3. Ces deux voies de signalisation agissent en

synergie afin d’activer les facteurs responsables de I’induction de la réponse T.
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ERK1/2

Figure C: Activation de la voie Ras/Raf-1/Mek/ERK1/2 suite  la stimulation

du TCR. La protéine LAT coordonne la formation de complexes protéiques permettant
d’activer, entre autre, la voie p21Ras. Les petites protéines G telle que Pp21Ras posséde
deux formes : la forme active, liée au GTP et la forme inactive, liée au GDP. La
dissociation du GDP de la forme inactive et I'association du GTP & la forme active de
Ras sont accélérées par les protéines GEF. A I'inverse, Ras-GTP est convertie en Ras-
GDP grice a I'action GTPasique des GAP. Ras-GTP interagit avec son substrat Raf-1 et
méne a l’activation des MAPK ERK1/2.
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2.1.2 La molécule de co-stimulation CD28

2.1.2.1 Fonctions de CD28

Afin d’activer les génes responsables de I’induction des réponses effectrices du
lymphocyte T, la cellule requiert un second signal émis par CD28 qui renforce le
premier signal de reconnaissance TCR-peptide/CMH. En effet, CD28 diminue le seuil
minimal requis pour I’activation des lymphocytes T. CD28 agit en synergie avec les
signaux initiés par le TCR afin d’activer des facteurs de transcription comme NF-«xB
ou NFAT (Kane et al., 2002; Michel et al., 2000). CD28 augmente aussi la durée de la
réponse cellulaire par la régulation positive de I’expression de protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-xL (Boise et al., 1995). Ce récepteur joue également un rdle
clé dans I’augmentation de la sécrétion de cytokines comme 1’IL-2, I'IL-4 et I'IFN-y
(McAdam et al., 1998).

La fonction biologique de la molécule CD28 est bien connue mais la nature
des signaux intracellulaires engendrés par une stimulation CD28 demeure inconnue.
Les études réalisées a ce sujet montrent qu’en bloquant la stimulation par CD28, les
lymphocytes T entre en état d’anergie. L’anergie se définit comme un état ou un
lymphocyte T devient réfractaire a une re-stimulation antigénique (Lechler et al,
2001). Lorsqu’un lymphocyte T naif reconnait un antigéne par son TCR en absence de
signaux de co-stimulation induits par CD28, ce lymphocyte peut entrer en état
d’anergie. Les lymphocytes anergisés deviennent alors incapables de produire de I’'IL-
2 et sont réfractaires a toute restimulation par le méme antigéne ; et ce méme si le
signal engendré par CD28 est présent. Ce phénoméne assure la tolérance des

lymphocytes T aux antigénes du soi (Schwartz, 2003).

2.1.2.2 Interaction de CD28 avec ses ligands CD80 et CD86
CD28, CD152 ou CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), ICOS

(Inducible T cell Co-Stimulator) et PD-1 (Programmed Death gene-1) font tous partie

d’une méme famille de protéines et partagent certaines caractéristiques structurales
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(Lenschow et al., 1996). CD28 est un récepteur membranaire homodimérique de 44
kDa constitutivement exprimé a la surface des lymphocytes T. Son ligand CD86 (ou
B7-2) est constitutivement exprimé en faible quantité i la surface des CPA, tandis que
I’expression de son autre ligand CD80 (ou B7-1) est absente. Lorsqu’un lymphocyte T
interagit avec une CPA, le rapprochement des membranes cytoplasmiques des deux
cellules permet 4 CD28 de rencontrer son ligand. L’expression de CD28 et de CD86
est alors régulée a la hausse. Aprés la premiére activation, 1’expression du ligand
CD80 est, a son tour, régulée a la hausse. CD28 interagit plus fréquemment avec son
ligand CD86 comparativement 8 CD80 (Acuto et Michel, 2003).

La fonction d’activateur positif de CD28 a été démontrée en étudiant la
réponse immunitaire des cellules T provenant de souris déficientes pour I’expression
du récepteur CD28 (Lucas er al, 1995) ou en traitant des souris normales avec
CTLAA4-1Ig (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4 Immunoglobulin). CTLA4-Ig est une
protéine recombinante résultant de la fusion entre le domaine extracellulaire du
récepteur CD152 ou CTLA-4 et de la partie constante (Fc) d’une IgG. Le blocage de
Pinteraction CD28-CD80/CD86 peut s’effectuer a 1’aide de CTLA4-Ig. Mis a part
P'induction de I’état d’anergie des cellules T en absence d’une stimulation par CD28,
différentes études ont illustré qu’en absence de co-stimulation, la formation des
centres germinatifs (zones formées de cellules en prolifération rapide) est diminuée, la
permutation de classe des immunoglobulines est inhibée et la différenciation des
cellules T CD4" en lymphocytes T auxiliaires (T helper ou Ty), cellules qui
participent & la coordination de la réponse T et de la réponse immune, est affectée.
Une des conséquences de I’altération de la réponse T en absence de co-stimulation est
la diminution de la sécrétion de cytokines de type Tu2 (Acuto et Michel, 2003).
Brievement, I’activation des lymphocytes T CD4" leur permet de se différencier en 2
sous-groupes distincts de cellules T: les Tyl ou les Ty2 selon les cytokines qu’ils
sécretent. En effet, les cytokines IL-4, IL-5, IL-6, et IL-10 sont sécrétées par des
cellules T auxiliaires de type Ty2,; tandis que les cellules qui produisent
principalement les cytokines IFN-y, TNF a et B sont classées Tyl (Openshaw et al.,
1995). Ce sont les lymphocytes T CD4" de type Ty2 qui participent & 1’augmentation
de ’activation des lymphocytes B afin qu’ils sécrétent des anticorps. Les cellules Tyl
sont plutdt impliquées dans la réponse inflammatoire, plus particuliérement dans le

recrutement de diverses cellules aux sites d’inflammation.
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Des implications thérapeutiques importantes pourraient découler de
I’inhibition du signal co-stimulateur enclenché par CD28. Par exemple, cela pourrait
prévenir I’induction de réponses pathogéniques des lymphocytes T dans le cas
particulier de maladies auto-immunes et moduler & la baisse la réponse T afin
d’augmenter les capacités du systéme a accepter les allogreffes (Salomon et

Bluestone, 2001).

La seule étude qui suggére que CD28 peut étre un régulateur négatif a été
effectuée par Vacchio et ses collaborateurs. CD28 joue possiblement un role de
régulateur négatif de la différenciation des thymocytes. En bloquant I’interaction
CD28-CD80/CD86, la sélection positive des thymocytes double positifs CD4*CD8" en
thymocytes simples positifs CD4" ou CD8" est augmentée (Vacchio ef al., 2005).

En résumé, CD28 est une molécule de co-stimulation qui, a elle seule, ne peut
activer le lymphocyte T. Cependant son apport est indispensable pour 1’activation
induite par le TCR lors de sa rencontre avec un antigéne. CD28 est donc un récepteur
qui agit soit en synergie avec I’activation induite par le TCR afin de conduire a une
réponse immune. CD28 constitue un mécanisme périphérique de surveillance qui
compléte la sélection positive et négative des cellules T dans le thymus. En effet, en
absence de signalisation adéquatement induite par P’activation de CD28, I’état

d’anergie du lymphocyte T I’empéche de s’activer de maniére inappropriée.

2.1.2.3 Zone d’interaction cellule T-CPA

Les molécules impliquées dans I’initiation de ’activation des lymphocytes T
se retrouvent pour la plupart dans les GEM (Glycolipid Enriched-membrane
Micordomains), connus aussi comme des microdomaines d’ilots lipidiques ou RAFT.
L’interaction CD28-CD80/CD86 ou du TCR-peptide/CMH permet aux récepteurs
CD28 et TCR d’étre relocalisés dans les GEM. Par ailleurs, lors de I’interaction
cellule T-CPA, la réorganisation macromoléculaire de plusieurs récepteurs donne lieu
4 la formation de la synapse immunologique. La relocalisation du complexe TCR/CD3
et de CD28 dans la région centrale cSMAC (central SupraMolecular Activation

Cluster) de la synapse permettrait d’amplifier les signaux émis par ces deux récepteurs
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d’activation et ainsi générer une meilleure réponse cellulaire (Grakoui et al., 1999;

Viola et al., 1999).

La formation de la synapse est en grande partie régulée par la réorganisation
du cytosquelette (Machesky et Insall, 1999). CD28 participe & ce processus en
induisant le réarrangement d’actine dans la zone de contact cellule T-CPA. En effet,
CD28 active Vav-1 (un facteur échangeur de guanine) qui s’associe 2 SLP-76. Les
conditions de co-stimulation augmentent la formation du complexe Vav-1/SLP-76. Ce
complexe active les petites protéines G Rac et Cdc42 qui jouent directement un role
de régulateur positif de la polymérisation d’actine. Les souris déficientes pour
’expression de Vav-1 ont des problémes majeurs au niveau du développement des
thymocytes. Les quelques thymocytes qui maturent chez ces souris ont des capacités
réduites a réarranger leur cytosquelette ainsi qu’a former la zone de contact cellule T-

CPA (Penninger et Crabtree, 1999).

2.1.2.5 Stimulation par CD28

2.1.2.5.1 L’activation de PTK : p56Lck et ITK/TEC

La portion cytoplasmique du récepteur CD28 ne posséde aucune activité
enzymatique intrinséque et nécessite le recrutement de protéines & la membrane pour
acheminer le signal jusqu’au point effecteur de la cellule. L’interaction CD28-
CD80/CD86 induit la phosphorylation sur tyrosine du résidu compris dans un motif
bien particulier, YMNM, dans la portion cytoplasmique de CD28 (Prasad et al.,
1994). Cette phosphorylation favorise 1'interaction de la queue cytoplasmique de
CD28 avec des PTK comme TEC, ITK (IL-2 inducible T cell kinase), p5S6Lck et Fyn
ainsi que la PI3K (Phosphatidy] Inositol 3-Kinase) (Appleman et Boussiotis, 2003).

Les kinases qui se chargent de phosphoryler la portion cytoplasmique de CD28

ne sont pas encore identifiées. Cependant, Raab et Cai (Raab et al, 1995) ont
démontré que les deux PTK de la famille Src, p56Lck et Fyn, et non les PTK ITK ou
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Zap-70 induisent la phophorylation de la tyrosine contenue dans le motif YMNM.
Plus récemment, Holdorf et ses collégues ont montré que 1’interaction de p56Lck avec
la queue cytoplasmique de CD28 permet d’augmenter I’activité de cette kinase. A son
tour, D’activation de p56Lck est responsable de la régulation & la hausse la
phosphorylation sur tyrosine du résidu Y du motif YMNM de CD28 (Holdorf ef al.,
2002).

La stimulation par CD28 régule aussi a la hausse ’activation des kinases TEC
et ITK. Une fois activées, TEC et ITK contribuent a augmenter I’activation de PLC-y1
initiée par la stimulation du TCR. La régulation a la hausse de I’activité¢ de PLC-y1 via
TEC ou ITK aide a accroitre la concentration du calcium intracellulaire en plus de
participer 4 la régulation positive de I’activité de la RAS-GRP (Ras Guanosine-
Releasing Protein) qui active la voie Ras/Raf/ERK (Acuto et Michel, 2003). TEC et
ITK pourraient également jouer un réle dans la réorganisation du cytosquelette via
leur action sur la protéine WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) favorisant la
polymérisation d’actine (Takesono et al., 2002).

2.1.2.5.2 L’activation de la PI3K et de AKT

Un des premiers événements biochimiques a survenir suite a la stimulation de
CD28 est le recrutement a la membrane et I’activation de la protéine phospholipide 3-
kinase (Harada et al., 2001). La PI3K est un hétérodimere composé d’une sous-unité
adaptatrice p85 et d’une sous-unité catalytique p110. Le domaine SH2 de la sous-unité
adaptatrice p85 de PI3K interagit avec la tyrosine phosphorylée du motif YMNM
compris dans la queue cytoplasmique de CD28. La p110 se charge de phosphoryler les
anneaux inositols en position D-3 des phospholipides membranaires pour générer du
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate et phosphatidylinositol 4,5-biphosphate. La
production de ces phosphoinositides contribue au recrutement a2 la membrane de
protéines avec un domaine de liaison aux phosphoinositides, & 1’occurrence le
domaine PH (pleckstrin homology). Ce recrutement a la membrane, des protéines

possédant un domaine PH, permet I’activation de plusieurs molécules-clés dont PLC-
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y1, TEC/ITK (Miller et Berg, 2002) et la sérine/thréonine kinase AKT, connue aussi
comme PKB (Acuto et Michel, 2003).

AKT peut jouer un role important dans la régulation de 1’activation et de la
survie des lymphocytes T. L’activation de AKT via CD28 régule a la hausse le
métabolisme du glucose. Cela permet au lymphocyte T d’augmenter sa synthése
d’ADN, d’ARN et de protéines suite & son activation (Frauwirth et al., 2002). Dans
des conditions de co-stimulation, D’activation de PI3K et de AKT contrdle la
progression du cycle cellulaire du lymphocyte T (Appleman e al., 2002). Par ailleurs,
AKT amplifie activation de la kinase PKC8. PKCO est un isoforme de la protéine

kinase PKC et sa phosphorylation est induite par la voie d’activation du TCR.

L’activation de PKC®, dans des conditions de co-stimulation, peut mener 2 la
régulation a la hausse de la voie NF-kB (Coudronniere et al., 2000). De plus, AKT
peut phosphoryler les kinases GSK30/GSK38 (Glycogen Synthase Kinase 3 o/f) qui
inhibent I’exportation & partir du noyau du facteur NFAT (Beals et al., 1997). De ce
fait, par son action sur les kinases PKCO et GSK3a/GSK38, AKT contribue a
augmenter la synthése d’IL-2. Enfin, la stimulation par CD28 induit la formation de
complexes de facteurs de transcription capables de reconnaitre des régions appelées
CD28 RE (CD28 Responsive Element). Ces régions se retrouvent dans le promoteur
de nombreux génes, notamment dans celui qui contrdle la transcription de 1’IL-2

(Zhou et al., 2002).

2.1.2.5.3 Phosphorylation sur tyrosine de protéines adaptatrices

L’activation de CD28 induit la phosphorylation sur tyrosine du facteur
d’échange de guanine Vav et permet le recrutement des protéines Grb2 et Gads.
(Appleman et Boussiotis, 2003) (Figure C). La molécule LAT, activée via le TCR, est
également phosphorylée sur tyrosine suite & une stimulation CD28, et ce
indépendamment de Syk et Zap-70. La phosphorylation de LAT permet le recrutement
de SLP-76. Tel que mentionné précédemment, la formation du complexe protéique

LAT/SLP-76 contribue & 1’activation de PLCy-1 et de p21Ras. La concentration du
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complexe LAT/SLP-76 est généralement limitée par le nombre de TCR engagés a la
surface des lymphocytes T. Suite 4 une co-stimulation par TCR/CD3 + CD28, la
concentration de LAT/SLP-76 est augmentée, favorisant une meilleure activation
cellulaire. 11 existe donc des protéines phosphorylées sur tyrosine qui sont communes
aux voies d’activation TCR/CD3 et CD28 (comme LAT ou Vav), mais d’autres sont
spécifiques a la voie CD28 comme la protéine adaptatrice Dok-1 qui est uniquement

phosphorylée par la stimulation de CD28 (Michel et al., 2001).

ctivation de facteurs de
Rac| | Cdc42 transcription
L )
Réarrangement
cytosquelette

>
Activation cellulaire en présence du
signal du TCR

Figure D: Signalisation initiée par le récepteur CD28. La stimulation par CD28
induit des signaux activateurs qui synergisent avec ceux générés par le TCR afin
d’augmenter la synthése de facteurs de transcription nécessaires a l'activation cellulaire.
Les signaux activateurs induits par CD28 sont également impliqués dans le

réarrangement du cytosquelette aidant le lymphocyte T a atteindre son seuil d’activation.
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2.1.3 Le récepteur CD2

Des récepteurs de co-stimulation comme CD2 et CD28 participent a
Pamplification du signal généré par le complexe TCR/CD3, favorisant ainsi
’activation des lymphocytes T. CD2 est une glycoprotéine transmembranaire de 50
kDa qui appartient a la superfamille des immunoglobulines. Cette molécule est
exprimée a la surface des lymphocytes T, des thymocytes et des cellules NK. Ses
ligands, exprimés & la surface des CPA, sont CD58 (ou LFA-3) chez I’humain
(Moingeon ef al., 1989) et CD48 chez la souris (van der Merwe et Davis, 2003). CD2
interagit avec 6 fois plus d’affinité avec son ligand CD58 comparativement 3 CD48

(Davis et al., 2003).

La signalisation via CD2 induit la phosphorylation sur tyrosine de plusieurs
protéines, également phosphorylées suite & 1’activation via le complexe TCR/CD3; a
I’exception de Dok-1 qui est uniquement phosphorylé via CD2 (Nemorin et Duplay,
2000; Martelli et al, 2001). La phosphorylation de Dok-1 par cette voie de
signalisation est indépendante des kinases Syk/Zap-70, mais dépendant des kinases
p56Lck et Fyn (Martelli et al., 2001). Une fois de plus, ceci met en évidence que les
lymphocytes T empruntent des voies de signalisation différentes ou entrecroisées qui
meénent a leur activation et que chacune des voies posséde des substrats communs ou

spécifiques a sa cascade de signalisation.

2.1.4 Souris déficientes pour I'expression de CD2 et/ou de
CD28

Bien que CD2 soit considérée comme une molécule d’adhésion chez 1’humain
et chez la souris, des propriétés de molécule de co-stimulation lui sont conférées
seulement chez ’humain. Le développement et 1’activation des lymphocytes T de
souris déficientes pour I’expression de CD2 ne sont pas affectés par I’absence de ce
récepteur (Killeen ef al., 1992). Les cellules T provenant de souris déficientes pour
I’expression de CD28 ont un développement normal mais ont des défauts prolifératifs

en réponse a certains stimuli comme la lectine concanavaline A (Shahinian et al.,
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1993). D’autres réponses comme la réponse T cytotoxique suite & une infection par le
virus de la chorioméningite lymphocytaire sont similaires a celles observées chez les
souris de type sauvage indiquant que CD28 n’est pas indispensable & I’activation
lymphocytaire. Il agit surtout en augmentant la sensibilité et la durée du signal issu du
TCR. D’autre part, les cellules T de souris déficientes pour CD28 évitent 1’état
d’anergie s’elles sont continuellement stimulées avec un peptide antigénique qui
prolonge en quelque sorte le signal issu du TCR. Ces cellules sont donc capables de
monter une réponse T in vivo (Kundig et al, 1996). Par ailleurs, I’activation des
lymphocytes T par un anticorps anti-CD3 sous forme soluble ou par un antigéne est
altérée chez les cellules provenant de souris déficientes pour I’expression de CD2 et
de CD28 (CD2""CD28™). Les cellules T CD2""CD28" répondent normalement & une
activation par des anticorps anti-CD3 immobilisés sur du plastique. Ces subtilités dans
la réponse T des souris doublement déficientes pour I’expression de CD2 et de CD28
indiquent que ces deux récepteurs semblent agir en synergie afin de faciliter
I’interaction cellule T-APC amplifiant ainsi la signalisation induite par le TCR et

contribant a une meilleure activation lymphocytaire (Green et al., 2000).

2.2 Signalisation négative

Une fois le signal activateur acheminé au point effecteur, la cellule stimulée a
besoin de retrouver son niveau basal d’activation et de retourner au stade repos.
L’atténuation de la réponse est également importante afin d’éviter une activation
cellulaire inappropriée. Certains récepteurs exprimés a la surface de la cellule T tels
que CD152 initient un signal négatif pour contrdler la réponse cellulaire. Les protéines
adaptatrices dites inhibitrices participent également dans la régulation a la baisse de
Pactivation cellulaire en intervenant a plusieurs niveaux dans la signalisation

intracellulaire.

2.2.1 Le récepteur CD152

CD152 est un récepteur homodimérique exprimé en faible quantité a la surface

des lymphocytes T. L’activation des lymphocytes T est régulée & la baisse lorsque
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CD152 interagit avec ses ligands CD80 et CD86. Ce récepteur intervient & plusieurs
niveaux de I’activation pour réguler a la baisse la réponse cellulaire notamment en
diminuant la production d’IL-2 ainsi qu’en inhibant la progression du cycle cellulaire
des lymphocytes T (Brunner et al., 1999). La signalisation négative induite par la
stimulation de CD152 contribue ainsi au maintien d’un état d’homéostasie en
empéchant une activation démesurée ou non essentielle des lymphocytes T. Ce role de
récepteur inhibiteur est trés bien démontré dans les lymphocytes T provenant de souris
déficientes pour I’expression de CDI152. Ces souris développent des
lymphoadénopathies principalement causées par une hyperprolifération des cellules T

(Waterhouse et al., 1995).

CD152 régule également la réponse T par une compétition d’interaction avec
les ligands CD80 et CD86 du récepteur de co-stimulation CD28. En effet, CD152,
protéine transmembranaire, interagit aussi avec les ligands CD80 et CD86. Cependant,
ce récepteur possede une plus grande affinité pour CD80 (Linsley et al., 1991). Cette
plus grande affinité d’interaction entre CD80 et CD152 lui permet d’initier des
signaux antagonistes a ceux générés par le récepteur CD28 inhibant ainsi 1’activation

cellulaire des lymphocytes T (Linsley ef al., 1994).

3. La famille des protéines Dok: un exemple de protéines
adaptatrices

Les protéines adaptatrices sont des protéines dépourvues de propriétés
enzymatiques propres a elles mais qui possédent des motifs de liaisons leur permettant
d’agir comme des plateformes de signalisation, c’est-a-dire de recruter des protéines
essentielles & certaines voies de signalisation afin de transmettre le signal jusqu’au
point effecteur de la cellule. Les protéines adaptatrices sont plutdt considérées comme
des régulateurs positifs de D’activation cellulaire, cependant plusieurs exemples
prouvent le contraire. Dans les lymphocytes T, plusieurs régulateurs négatifs ont été
décrits tels que PAG, Gab2, SLAP, SIT, Dok-1 et Dok-2 (Veillette et al., 2002).

Seules les propriétés des protéines Dok seront détaillées dans cette section.
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Jusqu’a ce jour, six membres de la famille des protéines Downstream of
Kinases (Dok) ont été caractérisés (Carpino et al., 1997; Di Cristofano et al., 1998;
Lemay et al., 2000; Grimm et al., 2001; Crowder et al., 2004). Les protéines Dok-1
(ou p62Dok), Dok-2 (ou p56Dok, Dok-R ou FRIP) et Dok-3 (Dok-L) sont exprimées
dans les cellules d’origine hématopoiétique: les cellules myéloides, les mastocytes, les
lymphocytes T, les lymphocytes B et les macrophages (Lemay er al., 2000). Dok-1 se
retrouve dans la plupart des cellules d’origine hématopoiétique. Par contre,
’expression de la protéine Dok-2 est absente chez les lymphocytes B et la protéine
Dok-3 ne se retrouve pas dans les lymphocytes T. Les molécules Dok-4, Dok-5 et
Dok-6 sont surtout exprimées au niveau des tissus nerveux (Grimm et al., 2001;
Crowder et al., 2004); quoi que chez I’humain I’ARNm codant pour Dok-4 et Dok-5 a
été détecté dans certains types cellulaires comme les cellules T et les mégacaryocytes

(Favre et al., 2003).

3.1 Organisation structurale des protéines Dok

Les différents membres de la famille des protéines Dok possédent une
organisation structurale trés similaire. Pour des raisons de clarté, uniquement la
schématisation de la protéine Dok-1 sera exposée. L’organisation structurale de la
protéine Dok-1 s’apparente 4 celle du substrat du récepteur d’insuline-1 (IRS-1). Cette
homologie est retrouvée chez tous les autres membres de la famille Dok. Dok-1
posséde en N-terminal un domaine d’homologie a la pleckstrine, suivie d’un domaine
central de liaison aux phosphotyrosines (PTB) ainsi qu’une portion C-terminale qui
contient plusieurs résidus tyrosine et proline (Figure E) (Carpino et al, 1997;
Yamanashi et Baltimore, 1997).
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Figure E: Organisation structurale de la protéine Dok-1. Représentation
schématique de la protéine Dok-1. PH : pleckstrin homology, PTB : phospho tyrosine

binding, C-term. : domaine c-terminal, Y : résidu tyrosine, P : résidu proline.

Le domaine PH de Dok-1 semble étre impliqué dans la liaison de la protéine
aux phosphoinositides de la membrane plasmique (interaction protéine-lipide). Pour sa
part, le domaine PTB reconnait des résidus tyrosine phosphorylés dans un contexte
bien particulier, soit NPXpY et joue un rdle important dans 1’interaction de type
protéine-protéine. Dans la portion C-terminale de Dok-1 les dix résidus tyrosine, une
fois phosphorylés, peuvent étre reconnus par des domaines de liaison de type SH2.
Enfin, les résidus prolines dans un contexte PxxP en C-terminal de Dok-1 pourraient
servir de motif de liaison aux domaines SH3 (Carpino et al., 1997; Yamanashi et
Baltimore, 1997). Les membres de 1a famille des protéines Dok possédent le moins
d’homologie structurale au niveau de cette portion C-terminale, suggérant que
différentes protéines cytosoliques sont recrutées par les différentes molécules de la
famille Dok.

3.2 Dok-1

3.2.1 La protéine Dok-1 dans des systémes cellulaires autres
que les lymphocytes T

Le géne humain codant pour la protéine Dok-1 a été cloné a partir de cellules
myéloides exprimant la protéine kinase chimérique p210BcrAbl. Il s’agit d’une
protéine chimérique, résultant d’une translocation entre deux portions de génes sur

deux chromosomes soit le géne Bcr et le géne Abl. Cette translocation confere
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désormais a la kinase des pouvoirs oncogéniques. Les cellules myéloides, a partir
desquelles a été cloné Dok-1, proviennent de patients atteints de la leucémie
chronique myéloide (CML) (Carpino et al., 1997). Dok-1 est, en fait, constitutivement
phosphorylé dans les cellules en phase chronique de transformation des patients
atteints de CML suggérant que Dok-1 est un substrat direct de la kinase p210BcrAbl.
Le géne Dok-1 murin a été cloné a partir de précurseurs de cellules B murines
transformées par 1’oncogéne v-Abl (Yamanashi et Baltimore, 1997). La molécule
Dok-1 représente le premier membre identifié de la famille Dok. Dok-1 phosphorylé a
été identifié comme étant la protéine a 62 kDa (d’ou I’appellation p62Dok) qui co-
immunoprécipite avec pl20RasGAP, un régulateur négatif de la voie d’activation

p21Ras (Ellis et al., 1990).

3.2.1.1 Phosphorylation de Dok-1

La phosphorylation de Dok-1 a été observée en réponse a des stimuli comme
des facteurs de croissances: PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), IGF (Insulin-like
Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulated Factor), du SCF (Stem Cell Factor ou kit Ligand) et
de I’IL-3 (Zhao et al., 2001; Okuda et al., 2004). Ces facteurs de croissances se lient a
leur récepteur a la surface de la cellule et induisent la signalisation qui régule la
prolifération cellulaire. Les régulateurs de la signalisation comme Dok-1 contribuent
au maintien d’un équilibre entre les signaux positifs et négatifs de prolifération

cellulaire assurant ainsi un état d’homéostasie en réponse aux divers stimuli.

La protéine Dok-1 est également phosphorylée dans des cellules transfectées
avec des facteurs a pouvoir oncogénique comme les kinases v-Src, v-FPS, v-Abl, et
p210BcrAbl (Ellis et al., 1990; Zhao et al., 2001). Dok-1 peut ainsi jouer un rdle dans
la régulation de la transformation cellulaire. La phosphorylation de Dok-1 est aussi
détectée suite a la ligation du BCR et du récepteur inhibiteur FcyRIIB a la surface des
lymphocytes B et du récepteur CSF-R (Colony Stimulated Factor-Receptor) a la
surface des macrophages (Ott et al., 2002; Berg et al., 1999).
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Outre les résidus tyrosine et proline en C-terminal de Dok-1, les domaines PH
et PTB en N-terminal jouent des réles importants au niveau de sa phosphorylation et
son activation. Ces deux domaines sont responsables du recrutement des protéines 2 la
membrane plasmique (Lemmon et Ferguson, 2000). Tel que mentionné auparavant, il
a été proposé qu’en réponse a divers stimuli, Dok-1 est phosphorylé sur tyrosine.
Cette phosphorylation permet a Dok-1 d’étre localisée prés de la membrane plasmique
via I’interaction des ses domaines PH et PTB. Une fois recrutée a la membrane, la
protéine devient encore plus phosphorylée et peut participer & des interactions de type
protéine-protéine ou protéine-lipide. Plusieurs études semblent confirmer ce
mécanisme d’activation de Dok-1. Pour ne citer qu’un exemple, 1’étude de Noguchi et
ses collegues sur le domaine PH a montré que la présence de ce domaine est
absolument requise pour induire la phosphorylation de Dok-1 en réponse a 1’insuline
(Noguchi er al.,, 1999). Songyang et ses collaborateurs ont montré que le domaine
PTB de Dok-! ainsi que la tyrosine Y146 situé entre le domaine PH et le domaine
PTB de la protéine lui permettent de réguler négativement la transformation cellulaire

initiée par ’activation de la tyrosine kinase Src (Songyang et al., 2001).
3.2.1.2 L’interaction de Dok-1 avec des régulateurs négatifs

La phosphorylation de Dok-1 permet son association avec plusieurs protéines a
activité inhibitrice. Les domaines de liaison de type SH2 de Crk-L (Martelli ef al.,
2001), de Csk (Neet et Hunter, 1995) et de RasGAP (Songyang et al, 2001)
interagissent avec les résidus tyrosine phosphorylés de Dok-1. Ces interactions
permettent & Dok-1 de jouer le réle de régulateur négatif dans plusieurs systémes
cellulaires. Parmi les effets observés, Dok-1 inhibe la prolifération cellulaire, régule a
la baisse I’activation des MAPK et diminue la transformation des cellules cancéreuses
et la leucémie dans plusieurs systémes (Yamanashi et al., 2000; Di Cristofano et al.,
2001; Songyang et al., 2001; Wick et al., 2001; Zhao et al., 2001).

Tamir et al. ont montré que Dok-1 joue un rdle dans I’inhibition de 1’activation
de la cellule B stimulée par le BCR via son association avec SHIP. Dok-1 est activé
par le récepteur d’inhibition FcyRIIB et va ainsi réguler la cascade de signalisation
initiée par le BCR. La ligation du récepteur FcyRIIB contribue a la formation d’un

complexe FcyRIIB avec les protéines phosphorylées SHIP et Dok-1 ot SHIP est une
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protéine inositol phosphatase (Tamir et al., 2000). A la membrane, le complexe SHIP-
Dok-1 contribue a réguler a la baisse 1’activation des MAPK et la prolifération

cellulaire des lymphocytes B.

Shah et ses collégues ont montré que les résidus tyrosines 295 et 361 en C-
terminal de Dok-1 ainsi qu’un domaine PTB intact sont essentiels pour que la protéine
inhibe la transformation cellulaire causée par le pouvoir oncogénique de v-Src. Cette
régulation semble se produire via ’interaction de Dok-1 avec les protéines a action
inhibitrice p120RasGAP et Csk (Shah et Shokat, 2002). Dans le méme ordre d’idées,
Lee et ses collaborateurs ont montré qu’une mutation dans le géne Dok-I peut étre
responsable de certaines tumeurs chez des patients atteints de leucémie de type B-CLL
(B-Cell Chronic Lymphocytic Leukemia) (Lee et al., 2004). Contrairement a 1’étude
par N. Carpino et al. effectuée sur les cellules myéloides exprimant la protéine kinase
chimérique p210BcrAbl, les demiéres études attribuent a la protéine Dok-1 un role
dans la prévention de la transformation cellulaire plutét que dans I’augmentation de

celle-ci.

3.2.1.3 Souris déficientes pour I’expression de Dok-1 ou Dok-1 et Dok-2

Les souris déficientes pour ’expression de la protéine Dok-1 (Dok-17") ont été
générées par deux groupes (Yamanashi et al, 2000; Di Cristofano er al., 2001).
L’absence de Dok-1 dans les lymphocytes B de souris Dok-17" démontre son réle-clé
dans la régulation de I’activation et la prolifération des cellules, de par son action sur
la voie des MAPK et sur la signalisation induite par FcyRIIB (Yamanashi et al.,
2000). L’inactivation du géne codant pour Dok-1 n’altére pas le développement des
cellules T chez ces souris. En effet, les souris Dok-17" ménent une vie normale et
possédent une population de cellules hématopoiétiques comparable aux souris de type
sauvage. Il est possible que la présence du deuxiéme membre de la famille Dok, Dok-
2, dans les lymphocytes T, contrebalance pour I’absence de Dok-1. Cependant, Dok-2
ne compense pas a part entiére pour 1’absence de Dok-1. En effet, les thymocytes des
souris déficientes pour Dok-1 proliférent mieux comparativement aux thymocytes de
souris de type sauvage suite a leur stimulation par la lectine Con A plus IL-2, mais

non via ’activation de CD3 (Di Cristofano et al., 2001).
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Les souris doublement déficientes pour 1’expression de Dok-1 et Dok-2
(Dok-1"72") révelent I'importance de ces deux protéines dans la régulation des
fonctions des cellules hématopoiétiques ainsi que dans la pathogenése de la leucémie
chronique myéloide (CML) (Niki et al., 2004; Yasuda et al., 2004). En effet,
I’absence de Dok-1 et de Dok-2 provoque une hématopoiése aberrante chez ces souris:
une infiltration de cellules myéloides dans la moelle osseuse et dans la rate, une
leucocytose des cellules du sang périphérique provoquée par I’accumulation de
neutrophiles et de monocytes ainsi qu’une activation démesurée de la voie
Ras/MAPK. Dok-1 et Dok-2 sont également des régulateurs négatifs de la réponse des
cellules myéloides aux cytokines. Les cellules des souris Dok-1772" sont
hyperprolifératives en réponse & leur stimulation par des cytokines, sont moins sujettes
a I’apoptose et développent des maladies myéloprolifératives du type CML. De ce fait,
Dok-1 et Dok-2 jouent des rdles importants dans le contrdle du développement de
tumeurs et dans le maintien d’un état d’homéostasie des cellules d’origine

hématopoiétique.

La chémokine SDF-1c/CXCL12 est une molécule a effet chemoattractant. Elle
joue un rdle important dans I’intégration des signaux qui culminent en Pattraction des
cellules T aux sites appropriées de la réponse immunitaire. Dok-1 est un substrat
d’une de ces voies d’activation. La chemotaxie des cellules T CD4* ou CD8" des
souris déficientes pour ’expression de Dok-1 est augmentée en réponse a la SDF-
1o/CXCL12. Dok-1 semble, une fois de plus, jouer un réle de régulateur négatif
(Okabe et al., 2005).

La seule étude qui montre que Dok-1 peut jouer un réle de régulateur positif a
ete effectuée par Noguchi et ses collégues. La surexpression de Dok-1 dans des
cellules CHO exprimant le récepteur 4 I’insuline (IR) montre que ces cellules ont une
plus grande motilité, suggérant un réle positif de Dok-1 dans la réorganisation du
cytosquelette en réponse 4 I’insuline via son association avec la protéine Nck
(Noguchi et al., 1999).
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3.2.2 Caractérisation de la fonction de Dok-1 dans les
lymphocytes T

Peu d’études ont été effectuées afin de comprendre le réle de Dok-1 dans
I’activation des lymphocytes T. Il a été rapporté que Dok-1 est un substrat des deux
kinases de la famille Src, p5S6Lck et Fyn (Fukai et al., 2000; Nemorin et Duplay,
2000; Martelli et al., 2001). Dok-1 serait phosphorylé suite a une stimulation par
SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) (Latour et al., 2001), par CD28
(Nunes ef al., 1996) ou CD2 (Nemorin et Duplay, 2000), mais non par le complexe
TCR/CD3 (Nemorin et Duplay, 2000; Martelli et al., 2001). Une activation par le
complexe TCR/CD3 ou par le TCR en conditions de co-stimulation (TCR/CD3 +
CD28 par exemple) n’induit pas la phosphorylation de Dok-1 (Michel et al., 2001).
Physiologiquement, 1’état différentiel de phosphorylation de Dok-1 selon le récepteur
engagé n’est pas connu. Tel que mentionné précédemment, CD2 et CD28 sont tous
deux des récepteurs qui induisent des signaux activateurs lors de leur stimulation;
tandis que Dok-1 semble étre un régulateur négatif de I’activation cellulaire du moins
lorsque CD2 est engagé a la surface du lymphocyte T. Nous pouvons supposer que
Dok-1 puisse agir & différents niveaux dans la cascade des signaux intracellulaires
engendrés lors du contact cellule T-APC. Les molécules CD2 et CD28 sont
constitutivement exprimées & la surface des lymphocytes T. Un contrdle strict est
nécessaire afin que ces voies d’activation ne soient pas activées de maniére non
spécifique. La phosphorylation de Dok-1 par CD2 ou CD28 peut agir sur ces
récepteurs de co-stimulation lors du contact cellule T-APC afin de prévenir le
déclenchement d’une réponse cellulaire due a des agonistes partiels. Par ailleurs, nous
pouvons envisager la possibilité que le signal émis lors du coengagement de CD238
empécherait 1’activation de la cellule T tant que le signal généré par le complexe
TCR-peptide/CMH n’est pas suffisamment puissant pour interrompre la
phosphorylation de Dok-1. Lors du coengagement TCR-CD28, Dok-1 n’est plus
phosphorylé. Cette déphosphorylation peut étre causé, par exemple, par une inhibition
du recrutement de Dok-1 & la membrane lors que le TCR a rencontrer le complexe
peptide/CMH de bonne affinité pour activer la cellule. D’autres facteurs peuvent étre

responsables de la déphosphorylation de Dok-1 comme 1’activation d’une phosphatase
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spécifique ou a I’inverse, 1’inactivation d’une kinase. Ainsi la déphosphorylation de

Dok-1 serait nécessaire a ’activation lymphocytaire.

Une étude menée par Némorin ef al. montre que p56Lck peut s’associer via
son domaine de liaison SH2 & Dok-1 phosphorylé sur tyrosine (Nemorin et Duplay,
2000). De plus, il a ét¢ démontré que la translocation de Dok-1 et Dok-2 a la
membrane serait responsable de leur association avec la pl20RasGAP. L’interaction
des protéines Dok avec la protéine inhibitrice p120RasGAP permet 2 p120RasGAP
d’étre recrutée a proximité de son substrat p21Ras et de réguler négativement la voie
d’activation p21Ras. Dans ce systéme, la surexpression de Dok-1 dans les lymphomes
Jurkat T inhibe la phosphorylation de PLCy-1, I’activation de ERK1/2 ainsi que la
mobilisation de calcium. Ces effets inhibiteurs de 1’activation des lymphocytes T sont
observés lorsque la cellule est stimulée par la voie de signalisation CD2 (Nemorin et
al., 2001). Dok-1 et Dok-2 phosphorylés s’associent a la protéine Tec, une PTK
exprimée par les lymphocytes T (Gerard et al., 2004). L’interaction des protéines Dok
avec Tec peut inhiber I’activation de la kinase via la régulation 2 la baisse de sa
phosphorylation et des voies de signalisation qui ménent a son activation (exemple :

via son association a4 p120RasGAP qui inhibe la voie Ras).

Enfin, tel que mentionné précédemment, le rdle de Dok-1 dans le
développement des cellules T n’a fait 1’objet que d’une seule étude. L’analyse du
profil d’expression des marqueurs CD4 et CD8 a la surface des cellules de la rate et du
thymus des souris  Dok-1"" semble indiquer que cette protéine ne joue pas de rdle
important dans la régulation du développement des lymphocytes T (Di Cristofano et
al., 2001). Cependant, la présence de 1’autre membre de la famille des protéines Dok,
soit Dok-2 chez les cellules T pourrait masquer le phénotype subtile causé par
’absence de Dok-1. La disponibilité récente des souris doublement déficientes pour
I’expression de Dok-1 et Dok-2 devrait permettre une analyse plus approfondie de la
contribution de I’expression de chacun des deux membres de la famille Dok sur le

développement lymphocytaire.
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3.3 Dok-2

Dok-2 est phosphorylé sur tyrosine suite a I’activation des récepteurs tyrosine
kinases comme Tek/Tie2 (Jones et Dumont, 1998), ’'EGFR (Endothelial Growth
Factor Receptor) (Jones et Dumont, 1999), le récepteur a I’insuline et les récepteurs de
I’IL-2 et I’IL-4 (Nelms et al., 1998). Dok-2 est également phosphoryl€ par le récepteur
d’activation CD2 & la surface des lymphocytes T. Son association avec RasGAP a

également été démontrée (Nemorin et Duplay, 2000).

Tout comme pour Dok-1, les différentes études effectuées sur Dok-2 lui
attribuent un rdle de régulateur négatif de I’activation cellulaire. Par exemple, la
surexpression de Dok-2 inhibe 1’activation des MAPK et du facteur de transcription
AP-1 suite a une stimulation par I’IL-2 (Nelms et al., 1998). Par contre, Dok-2 semble
jouer un rdle de régulateur positif de la motilité cellulaire via ses interactions avec

Nck et Pak (p21-Activating Kinase) (Master et al., 2001).

Par ailleurs, un rdle de Dok-2 dans la maturation des thymocytes a ét¢ observé.
Gugasyan et ses collaborateurs ont utilisé une infection par rétrovirus pour exprimer
Dok-2 dans les cellules de la moelle osseuse. Une fois introduites dans des souris
irradiées, ces cellules progénitrices ont des capacités réduites a former des colonies in
vitro en réponse aux facteurs M-CSF et SCF, tandis que leur réponse aux GM-CSF et
a ’IL-3 n’est pas affectée. Le phénotype le plus marquant de ces précurseurs est leur
incapacité & repeupler les organes lymphoides, plus particuliérement le thymus.
L’expression de Dok-2 inhibe la transition des stades de développement double
négatif (DN) / double positif (DP) des thymocytes. Conséquemment, le nombre de
lymphocytes T matures en périphérie est diminué (Gugasyan et al., 2002).

Enfin, tout comme Dok-1, le rdle de Dok-2 dans I’activation des lymphocytes
T n’est pas bien documenté. Une étude par Némorin et al. a montré que Dok-2 est
phosphorylé par la stimulation du récepteur chimérique EFGR/Lck a la surface des
cellules Jurkat T, indiquant que Dok-2 est un substrat de la kinase p56Lck. De plus,
Dok-2 est un substrat unique a la voie d’activation CD2 (Nemorin et Duplay, 2000).
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3.4 Dok-3 a Dok-6

Dok-3 est impliqué dans la régulation négative de la signalisation initiée par le
BCR dans les cellules B et par le FcyRI dans les macrophages (Lemay et al., 2000).
Dok-4 et Dok-5 semble étre des régulateurs positifs de la signalisation menant a la
croissance des neurones (Grimm et al., 2001), tout comme Dok-6, le dernier membre
decouvert (Crowder et al., 2004). Les trois membres, Dok-4, Dok-5 et Dok-6,
semblent augmenter la croissance des extrémités neuronales via leur association avec

Ret, un récepteur tyrosine kinase exprimé 4 la surface des cellules gliales.

4. Maturation des thymocytes

4.1 Les précurseurs des lymphocytes T

Plusieurs étapes de différenciation sont franchies lors du développement des
thymocytes. Ces étapes se caractérisent par 1’expression des molécules CD4 et CDS8 a
la surface des cellules. Ces stades se désignent par les appellations double négatif
(DN: CD4'CD8’), double positif (DP: CD4"CD8") et simple positif (SP: CD4'CD8" ou
CD4'CD8") (Figure F).

4.1.1 Stade double négatif (DN)

Les thymocytes les plus immatures sont des thymocytes DN. IIs n’ont subi
aucun réarrangement des loci o, 8, y ou & du TCR et n’expriment pas les co-récepteurs
CD4 et CD8. Ces thymocytes DN traversent quatre stades de développement nommés
DN1 a DN4 (Figure F). Les stades DN1 4 DN4 se distinguent par 1’expression des
marqueurs CD25 (chaine a de I'IL-2R), CD44 (Pgp-1) et c-kit ou le récepteur SCF
(Stem Cell Factor Receptor) a la surface des thymocytes (Godfrey ef al., 1993). Ces
derniers suivent une séquence de maturation singuliére qui commence par le stade
DN1 soit CD44" CD25" c-kit* puis devient DN2 CD44* CD25" c-kit* suivie de DN3
CD44" CD25" c-kif et qui se termine par le stade DN4 CD44 CD25" c-/if*®™ o
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Les thymocytes DN réarrangent leur chaine TCR a la transition des stades
DN2 a DN3. C’est également & ce stade que sont réarrangés les génes TCRé et TCRy
qui ménent & la génération de I’isoforme TCR yé des cellules T matures (Burtrum er

al., 1996).

4.1.2 Transition des stades double négatif (DN) / double positif
(DP)

La chaine TCRp s’associe avec une chaine invariable pTa, le substitut de la
chaine a du TCR. La chaine 3 et la chaine pTa du TCR sont associées a la molécule
CD3 et forment le complexe pré-TCR/CD3. L’expression d’un complexe pré-
TCR/CD3 fonctionnel, processus nommé la 8 sélection, génére des signaux de
maturation aux thymocytes DN. Conséquemment, les thymocytes immatures cessent
de réarranger leur chaine TCRP, réarrangent leur chaine TCRa et expriment les co-
récepteurs CD4 et CD8. Les thymocytes DN maturent en thymocytes DP a cause du
signal initié par I’activation du complexe pré-TCR/CD3 (Guidos et al., 1989).

4.1.3 Transition des stades double positif (DP) / simple positif
(SP)

Les thymocytes DP non autoréactifs sont sélectionnés (sélection positive et
négative) et se différencient en thymocytes simple positifs matures. La différenciation
des DP en SP meéne a deux scénarios selon leur restriction a la molécule de CMH: la
génération de thymocytes SP CD4*CD8" ou SP CD4'CD8" (Teh e al., 1988).

Les CD4°'CD8" sont dits cytotoxiques a cause de leur action cytolytique et sont
communément appelés CTL (Cytotoxic T Lymphocyte). Les CTL sont restreints 4 la
reconnaissance des antigénes présentés par le complexe CMH de classe 1. Les
CD4*CDS8" sont qualifiés de cellules CD4" auxiliaires (Helper CD4* T Cell). Ces
cellules sont activées par le complexe peptide/CMH II. Tel que mentionné, les Ty

CD4* sont impliquées dans la régulation de la réponse des cellules CD8", dans la
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production d'anticorps par les lymphocytes B ou dans le recrutement de diverses

cellules aux sites d’inflammation lors d’une réponse immunitaire.

cbh4*CDg
CD4CD8
Réarrangement
O 'l;gfkor;le ﬂ
CD4°CD8’ CD4CD8" CD4°CD8" CD44 CD4*CcDS8* CD4*CDg'™"
CcD25 Isoforme
::> — TCR of
CD44" CD44’ CD44" CD4'CD8
CD25 CcD2s* CcD25" CD4" cD8*
CD44’
CD25

Figure F: Représentation schématique des stades de développement des

thymocytes. Les différents stades de maturation des thymocytes se distinguent par
l'expression des co-récepteurs CD4 et CD8. DN : double négatif, DP : double positif, SP :
simple positif.

Adaptée de Godfrey, D.1, Kennedy, 1., J. Immunol., 1994, 152: 4783-4792
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5. Processus de controle de la maturation des thymocytes

La transition des stades DN a DP et DP a SP se produit en fonction du signal
généré par le TCR et ses différentes composantes. Ce processus de maturation des
thymocytes est régulé par plusieurs points de contréle qui ménent ultimement a la
génération des lymphocytes T matures, fonctionnels, non autoréactifs et avec la bonne
restriction aux molécules de CMH. Les processus de la § sélection et de la sélection

du répertoire de cellules T font partie de ces points de contrdle.

5.1 La B sélection

Le processus de la B sélection se décrit par la formation d’un complexe pré-
TCR/CD3 fonctionnel capable d’induire des signaux de survie aux thymocytes en
développement. La signalisation du complexe pré-TCR/CD3 de la cellule T immature
ressemble & celle initiée par la voie TCR/CD3 du lymphocyte T mature décrite
auparavant. La 8 sélection se produit a la transition des stades de différenciation DN3

a DN4 des thymocytes immatures.

5.1.1 RAG-1 et RAG-2

Le pré-TCR est composé du produit du géne TCRJf réarrangé et de la chaine
pTa. Pour que le réarrangement de la chaine 8 du TCR se produise au stade DN2 /
DN3, les thymocytes requiérent 1’action de deux enzymes recombinases codées par les
génes RAG-1 et/ou RAG-2 (Recombination-Activating Genes). Les génes « et 8 du
TCR renferment des segments de génes dont la recombinaison génére des domaines
variables et constantes constituant les chaines du TCR. RAG-1 et/ou RAG-2 sont
responsables du réarrangement des génes ¥(D)J fonctionnels qui codent pour la région

variable en N-terminal des chaines acet 8 du TCR.

Le développement des thymocytes de souris déficientes pour RAG-1
(RAG-1") et/ou RAG-2 (RAG-2"") est arrété au stade DN3 (CD44'CD25") puisque le
pré-TCR n’est pas exprimé a la surface des cellules. Le complexe CD3 est, pour sa

part, exprimé. Ces souris ne possédent aucune cellule T o3 mature (Mombaerts ef al.,
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1992). En traitant les thymus de souris déficientes pour I’expression des génes RAG
avec un anticorps anti-CD3, il est possible de mimer les signaux induits par le
complexe pré-TCR/CD3. De ce fait, la transition du stade DN & DP des thymocytes
peut se produire (Falk et al., 1996).

5.1.2 Importance de la chaine TCRB

L’incorporation du transgéne codant soit pour la chaine 8 du TCR ou pour les
deux chaines TCRB et TCRa dans les thymocytes de souris déficientes pour
’expression de RAG-2 a permis de conclure que la présence de la chaine 8 est
importante pour la maturation des thymocytes DN en thymocytes DP. L’incorporation
d’un transgéne codant pour la chaine TCRB permet aux thymocytes des souris
RAG-2" de se différencier jusqu’au stade DP (Shinkai ef al., 1993). La présence d’un
transgene codant pour la chaine o réarrangée a elle seule, ne permet pas aux

thymocytes de ces souris de maturer en thymocytes DP.

Le développement des thymocytes de souris incapables de synthétiser la
chaine pTa ressemble & celui des souris RAG-17" puisqu’il est également arrété au
stade de développement DN3 (Fehling et al., 1995). Une étude menée chez des souris
déficientes pour I’expression de la chaine TCRB montre que le développement des
thymocytes TCRaf} est arrété au stade de la B sélection et que les seules cellules T

capables de maturer expriment I’isoforme TCR y6 (Mombaerts ef al., 1992).

En résumé, un thymocyte DN incapable de réarranger les chaines S, de
produire la chaine pTa ou de réarranger ses loci 8, y du TCR meurt par négligence
parce qu’il n’a regu aucun signal de survie. La B sélection est essentielle a la

prolifération et ’expansion des thymocytes TCRap en développement.
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5.2 Processus de contrdle de la sélection du répertoire des
lymphocytes T

Le réarrangement des loci a et B est un processus aléatoire qui génére des
thymocytes avec des TCR trés diversifiés capables de reconnaitre une multitude
d’antigénes différents. Les lymphocytes TCRaf sont sujets a plusieurs niveaux de
sélection durant leur développement dans le thymus afin d’éliminer les cellules a
potentiel autoréactif et conserver les cellules capables de participer & une réponse
immune (théorie de la sélection du répertoire des lymphocytes T). Selon cette théorie,
les cellules sont sélectionnées de sorte qu’un lymphocyte T doté d’un récepteur qui
reconnait un peptide antigénique étranger présenté par une molécule de CMH du soi
survive (sélection positive), tandis qu’un lymphocyte autoréactif est éliminé (sélection
négative). En fait, prés de 95 % des thymocytes DP en développement sont éliminés

par sélection négative (Kappler et al., 1987).

5.2.1 Sélection positive et négative

La sélection du répertoire thymique est constituée de plusieurs étapes de
régulation qui ménent a la mort ou a la survie des lymphocytes T en développement.
La sélection positive permet la survie des thymocytes qui possedent une bonne affinité
avec les CMH de classe I et II exprimés (présentant un peptide du soi) sur les cellules
épithéliales du cortex thymique. Cette sélection est nécessaire pour induire une
réponse immunitaire restreinte aux molécules du CMH. Ainsi les thymocytes
« doubles positifs » interagissent avec les CMH I et II par leur TCR et les molécules
CDS8 et CD4 respectivement. Les thymocytes qui ne se lieront pas aux CMH mourront
par apoptose dans les jours suivants. La sélection positive permet aussi de différencier
les lymphocytes en CD4" ou CDS8'. Suite 4 leur sélection, les lymphocytes
n’expriment qu’une seule de ceux deux molécules. La plupart des lymphocytes (>
95%) ne survivront pas a ce processus de sélection positive. Les thymocytes
sélectionnés positivement passent ensuite a la médulla, ol ils subiront la sélection
négative. Les DP positivement sélectionnés régulent a la hausse 1’expression du
marqueur d’activation CD69. Phénotypiquement, ces cellules sont CD4'CD8*, CD69*

et TCRI™emédiaire oy pression modérée du TCR 2 leur surface (Bendelac et al., 1992).
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La régulation a la hausse du marqueur CD5 est également une conséquence directe de

la sélection positive des thymocytes.

Les affinités entre les TCR et les CMH peuvent varier de faible a forte. La
sélection négative permet la discrimination entre les différentes affinités et ainsi
élimine les thymocytes qui réagissent fortement aux interactions entre le CMH
présentant un peptide du soi (Ashton-Rickardt er al, 1994). Cette sélection est
importante pour développer une tolérance au soi. La médulla est composée de
différents types cellulaires dont les plus importants sont les cellules dendritiques et
macrophages dérivés de la moelle osseuse. Ces cellules exposent leur CMH de classe I
et Il qui interagissent avec les thymocytes. Les mécanismes précis de la sélection
négative ne sont pas encore connus, mais les cellules meurent par apoptose. Une fois
ces deux sélections terminées, les lymphocytes T sont de petite taille et en état de
repos. Ils se retrouveront dans le syst¢me immun périphérique et migreront dans les
organes lymphoides secondaires o ils pourront effectuer leur tiche de reconnaissance

des antigénes étrangers.

5.3 Développement des thymocytes DP en SP CD4* versus
SP CDS8*

Les thymocytes DP sélectionnés positivement doivent obligatoirement
terminer la transcription du géne codant pour 1’un des deux co-récepteurs CD4 ou
CD8 afin de se différencier en thymocytes SP. Plusieurs modéles de maturation qui
tiennent en considération la spécificité de 1’interaction avec les molécules de CMH et
influence de 1’expression des co-récepteurs pour aiguiller le choix de la lignée que

deviendra un thymocyte DP ont été proposés (von Boehmer, 1996).

5.3.1 Modéles stochastique/sélectif

Les modeles stochastique/sélectif postulent que le co-engagement du TCR +

CD4 ou du TCR + CD8 provoque un arrét aléatoire de la transcription d’un des deux
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génes soit celui qui code pour le co-récepteur CD4 ou CD8 (Davis et al., 1993). Dans
ce modele, seuls les thymocytes qui possédent la bonne combinaison du TCR +
corécepteur survivent. En effet, 50 % des thymocytes meurent & cause de 1’absence
des signaux de survie dans les cas ou le thymocyte DP a fait un mauvais choix de

terminaison de la transcription du co-récepteur requis (Singer, 2002).

5.3.2 Modeéle instructif

Le modéle instructif propose que la reconnaissance et le co-engagement d’une
molécule de CMH I par un TCR et le co-récepteur CD8 induisent I’arrét d’expression
du co-récepteur CD4. De la méme fagon, la reconnaissance et le co-engagement d’une

molécule de CMH II provoquent I’arrét de la transcription de CD4.

5.3.2.1 Modgéle instructif quantitatif

Les études menées jusqu'a ce jour ne discriminent pas si la présence des co-
récepteurs 2 la surface des DP contribue & augmenter 1’avidité de I’interaction entre le
TCR et le complexe peptide/CMH ou participe activement a la génération de signaux
qui indiquent au thymocyte DP le choix de réguler a la baisse 1’expression du co-
récepteur CD4 ou CD8 pour devenir une cellule SP CD4" ou SP CD8" (Emst et al.,
1995). Bien qu’hypothétique, la théorie de la force différentielle du signal généré par
le co-engagement de CD4 versus CD8 est trés attrayante. Il a été démontré que les
deux molécules CD4 et CD8 lient la protéine kinase p56Lck. Différentes études
suggeérent que CD4 lie une plus grande quantité de p56Lck. De ce fait, la force du
signal généré par le TCR est plus grande lorsque CD4 est co-engagé pendant
I’activation de la cellule T (Itano et al., 1996).

Conséquemment, le TCR d’un thymocyte DP en développement discriminerait
une molécule de CMH I ou de CMH II a cause de la force du signal émis par le co-
engagement de son co-récepteur, favorisant ainsi la maturation vers la lignée
appropriée. 11 s’agit d’un modéle quantitatif ou les signaux générés par la portion

cytoplasmique des co-récepteurs controlent la maturation des thymocytes en sélection.
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La signalisation via CD4 assure la régulation  la baisse de la transcription du géne
qui code pour CD8 et la signalisation via CD8 en fait autant pour le contrdle de la
transcription du géne codant pour CD4. Des thymocytes DP avec un TCR spécifique
pour une molécule de CMH I peuvent maturer en thymocytes SP CD4" s’ils expriment
a leur surface un récepteur chimérique contenant la portion extracellulaire de la
molécule CD8 et la queue cytoplasmique de CD4 (Seong et al., 1992). Par contre, il
n’a pas encore été démontré qu’un DP avec un TCR qui reconnait avec trés forte
affinité un peptide présenté par une molécule de CMH I (donc signal du TCR trés fort)
puisse se différencier en SP CD4" (Goldrath et al., 1997). En effet, des mutations qui
affectent la qualité du signal du TCR, n’ont pas permis une redirection de la

différenciation des DP sélectionnés positivement vers des SP CDS8".

5.3.2.2 Modéle instructif de la durée du signal

Ce modele ne tient pas en considération I’intensité du signal généré par le TCR
+ corécepteur. Il s’agit plutdt de la qualité de la stimulation du TCR. Celle-ci est
dictée par la durée de contact du récepteur TCR avec ses ligands intrathymiques. Un
contact de longue durée du TCR avec son ligand intrathymique induit la
différenciation du thymocyte DP en thymocyte SP CD4*, tandis qu’un contact bref
génére des thymocytes SP CD8" (Yasutomo ef al., 2000). Ce modéle propose ainsi
une maturation des thymocytes DP en SP indépendamment de la spécificité du TCR

pour une molécule de CMH.

5.3.3 Modeéle cinétique

Ce modéle se veut ni instructif ni stochastique. Le modéle cinétique repose
essentiellement sur le fait que les thymocytes DP sélectionnés positivement sont
préprogrammés pour acquérir un stade o ils sont qualifiés de DP CD4*CD8L"-. 11
s’agit d’un type de thymocyte DP intermédiaire qui n’a aucune préférence quant 4 sa
différenciation en thymocytes SP CD4" ou CD8*. Ces cellules ont régulé a la baisse
I’expression du géne codant pour CD8 peu importe leur restriction pour la molécule
de CMH et détiennent toujours la capacité de se développer en thymocytes matures SP
CD4" ou CD8" (Brugnera et al., 2000).
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La signalisation du TCR viendrait créer cette asymétrie en régulant a la baisse
’expression de CD8 et non de CD4 donc diminuant la force du signal requis pour
générer des cellules T restreintes au CMH I. En effet, une signalisation prolongée ou
soutenue lors de l’activation du TCR permet au thymocyte DP CD4*CD8>""
d’acquérir le phénotype SP CD4" (Bosselut et al., 2003). In vitro, la stimulation des
cellules & 1’aide d’anticorps anti-TCR ou en conditions de co-stimulation avec des
anticorps anti-TCR + anti-CD28 ou anti-CD2 favorise la maturation des DP en SP
CD4" (Cibotti et al., 1997). 1l s’agit d’une voie que les thymocytes DP en culture
empruntent par défaut, tandis que la différenciation de DP en SP CD8" requiére des
signaux spécifiques a la génération de la lignée CD8. En effet, le phénoméne
réciproque se produit surtout lorsque la signalisation du TCR est atténuée ou lors de
I’induction de la transcription de génes comme Runx3 qui favorisent I’arrét de la
transcription de CD4 (Woolf et al., 2003). L’arrét de la transcription du géne codant
pour le co-récepteur CD4 et la réexpression de CD8 générent ainsi des thymocytes SP

CD8".

En résumé, durant ’étape de la sélection positive des thymocytes, des signaux
persistants promouvoient la différenciation des thymocytes DP en cellules SP CD4"
tandis que des signaux transitoires favorisent le développement des thymocytes SP

CDs8".

5.4 Molécules qui influencent le développement des
thymocytes

5.4.1 Réle des cytokines

Les récepteurs des cytokines IL-2 (IL-2R), IL-4 (IL-4R), IL-7 (IL-7R), IL-9
(IL-9R) et IL-15 (IL-15R) font partie de la famille des utilisateurs de la chaine yc
(gamma commune). Ces récepteurs sont constitués d’une chaine a, d’une chaine B
ainsi que de la chaine yc, exprimée par tous les récepteurs de la famille. L’ablation de
la chaine yc chez la souris (yc™) affecte le développement des cellules T et des cellules

B. La différenciation des thymocytes est arrétée aux stades DN2/DN3 (stade de la 3
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sélection). De plus, les souris yc™ ne possédent pas de cellules T yd ni de cellules NK.
L’IL-7 et I'IL-15 sont deux exemples de cytokines qui jouent des roles

particuliérement importants lors de la différenciation cellulaire (Malek et al., 1999).

Les études effectuées sur les souris déficientes pour ’expression de I’IL-7R ou
de I’IL-7 illustrent leur importance dans le développement des cellules T et B. 1l a été
démontré que P’activation du récepteur de I'IL-7 a la surface des thymocytes génére
des signaux de survie et que les thymocytes DP sélectionnés positivement augmentent
I’expression de I'IL-7Ra 2 leur surface. L’IL-7R participe activement a la régulation a
la hausse de Bcl-2 et a la progression du cycle cellulaire des thymocytes en
développement (Akashi er al., 1998). La signalisation induite par 1’IL-7 semble
également jouer un réle dans I’aiguillage de la différenciation de thymocytes DP. Elle
pourrait intervenir dans I’arrét de la transcription du géne codant pour CD4 favorisant

le développement de la lignée de thymocytes SP CD8" (Yu et al., 2003).

L’IL-2R et PIL-15R partagent la chaine yc et la chaine IL-2RP. Cette
organisation structurale pourrait indiquer que les signaux induits par I’activation de
I'IL-2 ou P'IL-15 empruntent des voies communes 4 effets redondants. Cependant, les
différentes études effectuées chez les souris déficientes pour I’IL-2 ou I'IL-15
indiquent clairement que ces deux cytokines jouent des réles uniques in vivo. Les
souris déficientes pour I'[L-2, I'IL-2Ro ou I'IL-2RB développent des maladies
autoimmunes. Cependant, uniquement les souris déficientes pour 1’expression de 1’IL-
2RP ont un nombre réduit de lymphocytes T intraépithéliaux et ne possédent aucune
cellule NK fonctionnelle (Suzuki et al., 1997). Il a donc été proposé que I’IL-2 semble
coordonner I’état d’homéostasie nécessaire au développement des cellules dans le
thymus tandis que I'IL-15 influence le développement extrathymique des cellules T et
NK (DiSanto, 1997). D’autres études ont permis d’attribuer un role positif 4 I'IL-15
dans I’expansion et la survie de cellules T CD8" & phénotype mémoire (Zhang et al.,
1998) ainsi que dans I'inhibition de I’apoptose chez les lymphocytes B, les
lymphocytes T et les fibroblastes (Bulfone-Paus et al., 1997).
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5.4.2 Notch

Chez la drosophile, le récepteur Notch est impliqué dans I’aiguillage de la
différenciation des cellules précurseurs en cellules neuronales ou épidermales
(Simpson, 1995). L’homologue de Notch chez les vertébrés existe et influence
également le développement cellulaire. Notch-1 est fortement exprimé chez les
thymocytes DN (Washbumn et al., 1997). Les signaux induits par I’activation de ce
récepteur influencent la maturation des thymocytes immatures en lymphocytes
TCRaf ou TCRyS. En effet, une diminution de I’expression de Notch-1 dans les
thymocytes DN favorise le développement des cellules TCRyd au détriment des
cellules TCRaf. De plus, la molécule Notch-1 semble essentielle au choix de
différenciation des thymocytes DP en SP CD4" versus SP CD8'. Des souris
transgéniques qui expriment une forme constitutivement active de Notch-1 ont été
générées par 1’équipe de P. Salmon. Les thymocytes DP de ces souris maturent
préférentiellement en SP CD8" (Robey ef al., 1996). Les mécanismes précis, qui
influencent le développement préférentiel des thymocytes DP en SP CD8" via la

signalisation induite par le récepteur Notch, demeurent objets & spéculations.

5.5 Voies de signalisation importantes pour le
développement des thymocytes

L’activation des PTK p56Lck et Zap-70 est une étape importante dans le
développement des thymocytes. En effet, I’inactivation de la kinase pS6Lck empéche
la maturation des thymocytes au stade DN2/DN3, stade précédant la formation du pré-
TCR (Anderson et Perlmutter, 1995). L’inactivation de ZAP-70 empéche
complétement la sélection positive et négative des thymocytes DP (Negishi et al,
1995). Des études montrent que 1’expression d’un transgéne codant pour une forme
constitutivement active de pS6Lck, LckY505F, dans les thymus de souris RAG” ou
pTa™” permet aux cellules de se différencier en thymocytes DP (Mombaerts et al.,
1994; Fehling et al., 1997).

Par ailleurs, il a été rapporté que les différentes voies des MAPK soient

ERK1/2, INK et p38 jouent des roles importants dans la prolifération, la maturation et
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la régulation de I’activation de divers types cellulaires. Plus particuliérement, la voie
MAP kinase p21 Ras joue un rdle de régulateur du développement des thymocytes. En
effet, la voie Ras /Raf-1/MEK-1/ERK1/2 est responsable d’acheminer des signaux
nécessaires a la différenciation des thymocytes DN a DP (Crompton ef al., 1996), a
leur sélection positive (Alberola-Ila et al., 1995) et & la maturation des thymocytes DP
en SP CD4" ou CD8" (Sharp et al.,, 1997). La signalisation impliquant les kinases
ERK1/2 ne joue aucun rdle apparent au niveau de la sélection négative des
thymocytes (Alberola-Ila et al., 1995). Pour leur part, les voies MAPK JNK et p38
sont constitutivement activées dans les thymocytes DN et DP, activation
probablement engendrée par les ligands présentés aux thymocytes par les cellules
stromales (Sen et al.,, 1996). Cependant, I’implication de ces voies de signalisation

dans les processus de sélection positive et négative n’est pas entierement élucidée.
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ABSTRACT

In T cells, two members of the Dok family, Dok-1 and Dok-2, are predominantly
expressed. Recent evidence suggests that they play a specific role in signal
transduction initiated by accessory receptors CD2 and CD28. To characterize the role
of Dok-1 in T cell development and T cell functions, we have generated transgenic

mice that overexpressed Dok-1 in thymocytes and peripheral T cells. We show that
overexpression of Dok-1 retards the transition from the CD4 CD8 to CD4 CD8"

stage. Moreover, there is a marked decrease in the CD4/CD8 ratio in peripheral T

cells. Dok-1 overexpression does not seem to affect TCR-signaling of CD4+CD8+

thymocytes since TCR-induced upregulation of CD69 and CD5 expression is normal.
In addition, CD4 and CD8 single-positive cells express normal levels of CD3. Dok-1
transgenic mature T cells show increased TCR-induced IFN-y and decreased IL-2
production while their proliferation and IL-4 production are normal. Moreover,
although we show that CD28 stimulation induces Dok-1 tyrosine phosphorylation, it
does not modulate TCR-induced responses. Surprisingly, ERK1/2 activation is not
substantially inhibited by Dok-1 overexpression. Taken together, these data provide

evidence that Dok-1 is an important modulator of T cell-activation and development.
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INTRODUCTION

Dok-1 (also known as p62Dok) is a prototype member of a newly identified
family of adaptor molecules characterized by an amino-terminal PH domain, a central
PTB domain and a carboxy-terminal domain rich in proline and tyrosine residues 1,
2). Five other members, Dok-2 (also known as Dok-R, FRIP or p56dok, 3-5), Dok-3
(also known as Dok-L, 6, 7), Dok-4, Dok-5 and Dok-6 (8-10) have been characterized.
Dok-4, Dok-5 and Dok-6 define a subfamily within Dok proteins that is more related
to the IRS family than the other Dok members (11).

In hematopoitic cells, Dok-1, Dok-2 and Dok-3 are preferentially expressed
and are implicated in the negative regulation of signaling through growth factor,
cytokine, chemokine and immunoreceptors (reviewed in 12, 13). Tyrosine
phosphorylation of Dok is required to generate binding site for SH2-domain
containing inhibitory molecules such as RasGAP (1). In many examples,
phosphorylation of Dok occurs following its recruitment to the plasma membrane and
requires the presence of an intact PH domain. The PTB domain contributes also to the
recruitment of Dok to the membrane by interacting with receptors such as EGFR, Tie,
Ret and IL4-R (3, 14, 15).

In T cells, both Dok-1 and Dok-2 are expressed. CD2 or CD28 stimulation, but
not CD3 stimulation, specifically increases Dok-1 phosphorylation and induces
membrane translocation of Dok-1 protein (16, 17). Moreover, co-ligation of CD28 or
CD2 with the TCR has been shown to induce dephosphorylation of Dok (16, 18).
Recent evidence suggests that Dok proteins play a negative role in CD2 and CD28
signaling pathways. In Jurkat cells, overexpression of Dok-1 led to the specific
inhibition of CD2-mediated ERK1/2 activation (19). Moreover, in transient assays,
overexpression of Dok-1 or Dok-2 inhibits the CD28/TCR induced-IL-2 promoter
activity (20). Dok-mediated RasGAP recruitment to the proximity of Ras is likely
responsible for the attenuation of ERK1/2 signaling. Analysis of Dok-1 deficient mice

supports also the involvement of Dok-1 in the negative regulation of T cell
proliferation (21). ConA-induced proliferation of Dok-1"" thymocytes is increased
compared to wild-type (WT) thymocytes. Moreover,
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chemotaxis to CXCL12/CXCR4 is significantly enhanced in Dok-17" splenic T cells

(22). Nevertheless, absence of Dok-1 does not lead to obvious defect in T cell
development as judged by cytometry analysis of cells from peripheral blood, spleen
and thymus (21). Recently, Dok-1/Dok-2 knockout mice have been generated but the
characterization of the T cell development and T cell responses of these mice has not
been yet reported (23, 24). Therefore, the possibility that Dok-1 and Dok-2 play some
redundant functions remains open.

As a negative regulator of the ERK1/2 activation pathway, Dok-1-mediated
signaling may contribute to the mechanism that control T cell proliferation. Moreover,
it may play an important role in thymocyte development since ERK signaling is
involved in pre-TCR signaling (25), in positive selection (26) and in CD4/CD8
lineage commitment (27-29). In support to this hypothesis, overexpression of Dok-2

in thymocytes inhibited the transition of CD4 CD8 double-negative (DN) to

CD4+CD8+ double-positive (DP) thymocytes (30). To investigate the role of Dok-1 in

primary T cells, we generated transgenic mice overexpressing human Dok-1 under the
control of the CD2 promoter leading to transgene expression in thymocytes and
mature T cells. Our data suggest that Dok-1 might be an important regulator of pre-
TCR-mediated thymocyte development and TCR-induced cytokine secretion.
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MATERIALS AND METHODS

DNA constructs

Thel.9 kbp Kpn I-Not I fragment containing human Dok-1 cDNA was excised from
pUD and inserted into MT073 plasmid harboring a hemagglutinin (HA) tag. The HA-
Dok-1 sequence was excised from MT073-HA Dok-1 by Sma I-Hinc II digestion and
inserted into the Sma I site of human CD2 VA expressing vector (kindly provided by
Dr D. Kioussis, 31). The resulting construct was named pCD2-HA Dok-1.

Mice

C56BL/6 mice were obtained from the Jackson Laboratories. Transgenic mice
overexpressing Dok-1 protein were generated at the Mclntyre Transgenic Core
Facility (McGill University, Canada). Procaryotic DNA sequence pBS SK- from
pCD2-HADok-1 plasmid was removed by a Sac II-Cla I digestion prior to
microinjection. The purified fragment was microinjected into fertilized eggs of (CBA
x C57BL/6) F1 mice. Mice were backcrossed to C57BL/6 for at least 6 generations to
be on a C57BL/6 genetic background.

Identification of transgenic founders

Transgenic founders were identified by PCR performed on genomic DNA from mice
tails using primers specific for a 5° and a 3’ sequence of human Dok-1 coding
sequence. A set of primers specific for FasL was used as an internal control of the
PCR reaction. To assess quantitatively the number of transgene copy incorporated,
Southern blots on tail genomic DNA were performed with a 600 pb probe specific for
a 57 coding sequence of Dok-1 cDNA and with a 852 pb probe specific for FasL as a

control. Transgene expression was also evaluated by immunoblotting total lysates
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from thymocytes and splenocytes with anti-human Dok-1 Abs. Transgenic mice were

backcrossed to C57BL/6 and transmission rate was analyzed by PCR.

Antibodies and reagents

Anti-CD28 mAb (clone 37.51) and anti-TCRP mAb (clone H57-597) were kindly
provided by J. Allison (U C Berkeley, CA) and were purified from hybridoma culture
on G protein Hi-Trap affinity columns (Pharmacia Amersham). Anti-CD2 (clone
RM2-5), PE-anti-CD4 (clone RM4-5), FITC-CD8a (clone 53-6.7), FITC-CD25
(clone PC61.5), PE-CD44 (clone IM7), biotinylated antibodies against mouse CD3¢e
(clone 145-2C11), CD8a (clone 53-6.7), CDS5 (clone 53-7.3), CD69 (clone H1.2F3)
and CD62L (clone MEL-14) were purchased from eBioscience. Biotin anti-CD4 was
obtained from purified hybridoma culture MT4 on G protein column and biotinylated
with EZ-Link Sulfo-NHS-LC-biotin (Pierce Biotechnology) according to
manufacturer’s instructions. Streptavidin-Red 670 is from GibcoBRL Life technology.
Anti-phospho ERK1/2 and anti-total ERK1/2 were purchased from Cell Signaling
Technology. Anti-human Dok-1 antibodies directed against amino acids 260-482 were
raised in our laboratory as previously described (19). Anti-mouse Dok-1 antibodies
directed against the C-terminal region of murine Dok-1 were produced in rabbits using
a glutathione s-transferase fusion protein encompassing amino acids 252-482 of
murine Dok-1 (a gift from Dr. J. Nunes, Institut Paoli-Calmettes, Marseille, France).
Mouse and human anti-Dok-1 Abs were affinity purified on the corresponding GST

columns.

Flow cytometry analysis

Cell suspensions from thymus and spleen were prepared as previously described (32).
Red blood cells were removed using ACK lysis buffer (150 mM NH4CIl, 1 mM
KHCO; and 0.1 mM Na;EDTA, pH 7.2). Cells were incubated with Abs in PBS 1x
pH 7.4, FBS 1% on ice for 30 min. Viable cells (determined by propidium iodide
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staining) were acquired on a FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson) and FACS

analysis was performed using CellQuest software.

Proliferation assays

T cells were purified from spleen by negative selection using pan-T cells microbeads

from Miltenyi Biotec. cps’ cells are then positively selected with anti-CD8

microbeads. The remaining cells fraction is the CD4  cells. Positive or negative cell

populations were separated on a MACS LS column according to the manufacturer’s
instructions. Cell preparations were over 90 % pure as determined by flow cytometry
analysis. Proliferation assays were performed in 200 pl culture medium containing
10% FBS (Sigma), 50 pM 2-ME (Sigma-Aldrich), 2 mM glutamine, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10 mM HEPES, pH 7.3, and 0.1 mM nonessential
amino acid. At least 2.0 x 10’ cells were stimulated for 48 h in 96-well plates
precoated overnight at 4 °C with Ab (50 ul/well of 0.2 to 1 pg/ml anti-TCR or 5 to 10
pg/ml anti-CD28). Stimulation with a combination of PMA (10 ng/ml) and ionomycin
(250 ng/ml) was also performed. Cells were then pulse chased with 2 pCi/ml [*H]
thymidine (ICN Biomedicals Inc). Data are expressed as CPM with a mean and

standard deviation of triplicate cultures.

Cell stimulation, immunoprecipitations and immunoblot analysis

Purified cells were washed in RPMI 1640 and resuspended at 4x10 cells/ml in RPMI-
1640. Cells were left unstimulated or stimulated with anti-TCR or anti-CD3 (10
pg/ml), CD28 (20 pg/ml) for 30 minutes on ice and then washed and Ig were
crosslinked at 37 °C with a goat anti-hamster antibody (30 pg/ml, Jackson
ImmunoResearch Inc). Cells were harvested and lysed in 1% NP-40 containing 20
mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM MgCl, and ImM EGTA in the presence of
protease and phophatase inhibitors. Immunoprecipitations and immunoblotting were

performed as previously described (19).
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Cytokine secretion

Purified CD4+ T cells were purified by negative selection using pan-T cells and anti-

CD8 microbeads from Miltenyi Biotec. CD4+ cells were left unstimulated or

stimulated with anti-TCR, anti-TCR plus anti-CD28 antibodies or a combination of
PMA/Ionomycin in 96-well plastic plates. After 48 h, supernatants were assayed for
IL-2, IL-4 and IFN-y production with an ELISA as specified by the manufacturers

(Pharmingen, BD Biosciences).
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RESULTS

Expression of Dok-1 in thymocyte subsets and mature T cells

To analyze the pattern of Dok-1 expression during thymocyte development, we
separated thymocytes subsets on the basis of their CD4 and CD8 expression using
positive and negative magnetic beads separation methods. As shown in Figure 1, Dok-
1 was expressed at each stage of thymocyte development at roughly equivalent levels.
In addition, mature splenic T cells expressed similar levels of Dok-1 than thymocytes.
Expression of Dok-1 in both immature and mature T cells might indicate that Dok-1

regulates both differentiation and activation of T cells.

Generation of transgenic mice

In order to determine the functional effects of increased expression of Dok-1 on T cell
development and mature T cell functions, we generated transgenic mice
overexpressing human Dok-1 under the control of the human CD2 promoter and locus
control region (LCR). The CD2-LCR vector drives expression of the transgene in DN
thymocytes and throughout thymocyte development (31). Of 10 transgenic founder
lines, 2 lines (Tg82 and Tg104) expressing the highest levels of Dok-1 were chosen
for further studies. Transgenic Dok-1 is expressed at higher levels in thymocytes than
in mature T cells (Fig. 2).

Overexpression of Dok-1 interferes with thymocyte development

The impact of expression of the Dok-1 transgene on T lineage cell development was
first evaluated on the basis of CD4 and CD8 expression both in term of percentage
and cellularity (Fig. 3A). There were a 10 to 15-fold increase in the percentage of DNs
and a 1.5-fold decrease in the percentage of DPs in Dok-1 transgenic mice compared
to littermate controls. The absolute number of cells in SP and DP thymocyte subsets
was decreased but remains unchanged in the DN subset (Fig. 3B). These results
indicate that overexpression of Dok-1 in thymocytes leads to a development block at
the DN to DP transition. The developmental stages of DN thymocytes were analyzed

based on the surface expression of CD25 and CD44. There was an increase in the

DN3 (CD44'CD25 ") subset with a concomitant decrease in the DN4 (CD44°CD25")
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subset (Fig. 3C). A block in the DN3 stage to the DN4 stage might indicate that pre-
TCR signaling is defective implying that Dok-1 mediates a negative signal through the
pre-TCR. Thymic selection seems to occur normally as judged by CD3, CD5 and
CD69 expression on SP and DP thymocytes (Fig. 4A).

To analyze in more details signaling through the TCR at the DP stage, enriched DP
were stimulated with anti-TCR or anti-TCR plus anti-CD28 antibodies. CD69 and
CDS5 expression was analyzed after 12 h of cultures (Fig. 4B). In all these conditions,
CD69 and CDS5 upregulation occurred normally. These results suggest that Dok-1
overexpression does not interfere with TCR-dependent signaling required for selection

of DP thymocytes.

Dok-1 overexpression interferes with cytokine secretion of mature T cells
Consistent with a defect in thymic development, there were fewer T cells in the spleen
of transgenic mice than in littermate controls (Fig. SA and 5B). Analysis of T cell
subpopulation in the spleen showed that there was a marked decrease in the ratio of
CD4+/CD8+ cells (Fig. 5C). This CD8 skewing is more marked in the spleen than in
the thymus (Fig. 3 and 5).

To study the effects of Dok-1 overexpression in mature T cells, we examined several
TCR-dependent responses of CD4+ or CD8+ splenic T cells. Importantly, normal
levels of cell surface CD3 were present in splenic T cells overexpressing Dok-1 (data
not shown). As we showed for thymocytes, TCR-induced upregulation of CD69 of
CD4+ splenic cells was similar in mice overexpressing Dok-1 and littermate controls
(Fig. 6A). Addition of anti-CD28 antibodies did not interfere with TCR-induced
CD69 upregulation of Dok-1 overexpressing T cells (Fig. 6A). Since Dok-1 has been
shown to be a negative regulator of proliferation, we also compared the proliferative
potential of splenic T cells isolated from Dok-1 transgenic mice and littermate
controls. CD4+ or CD8" Dok-1 transgenic T cells exhibited no reduction in [*H]
thymidine incorporation following TCR, TCR plus CD28 or PMA plus ionomycin
stimulation (Fig. 6B).

The influence of Dok-1 overexpression on TCR-induced cytokine secretion was also

evaluated (Fig 7). In cp4’ T cells, overexpression of Dok-1 induced a significant

reduction in IL-2 secretion in response to anti-TCR or anti-TCR plus anti-CD28 (Fig.
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7). IL-2 secretion in response to PMA plus ionomycin was comparable to WT cells
indicating that Dok-1 overexpression did not cause a global unresponsiveness of the
cells. Dok-1 overexpression did not affect significantly IL-4 secretion in response to
TCR or TCR plus CD28 stimulation. By contrast, in presence of PMA plus

ionomycin, IL-4 secretion was greatly enhanced in cells overexpressing Dok-1.

Unexpectively, IFN-y secretion was enhanced in CD4+ T cells overexpressing Dok-1

Fig. 7). In cpg’ s lenic T cells, a similar increase in TCR and TCR plus CD28-
P

induced IFN-y secretion was observed (data not shown).

To determine whether a functional or a developmental defect was responsible for the
increase in TCR-induced IFN-y secretion in cells overexpressing Dok-1, we analyzed
the activation/memory status as reflected by the expression of early activation markers

(CD25 and CD69) and memory markers (CD44 and CD62L). In both Dok-1

transgenic lines, most peripheral cps’ expressed high levels of CD44 but normal

levels of CD25, CD69 and CD62L (Fig. 5, Fig. 8, and data not shown). For cp4’
cells, the percentage of cells expressing high levels of CD44 varied with Dok-1
transgene expression. (Fig. 8). In transgenic line 104, most of the cpa’ cells in the
spleen expressed high levels of the memory marker CD44. By contrast, in transgenic
line 82 that expressed less Dok-1 than line 104 CD44 expression in CD4+ cells was

similar to those in littermate controls.

These results suggest that the levels of expression of Dok-1 influence the memory

. + . . . .
status of T cells in the spleen, CD8  cells being more sensitive. Nevertheless, since in

CD4+ cells of Tg82, there was no difference in the percentage of memory-type T cells

between WT and Dok-1 transgenic mice, the cytokine defect observed in Dok-1
transgenic mice is unlikely caused by an increase in the memory-type T cell

population.
Dok-1 overexpression does not inhibit CD3- or CD28-induced ERK1/2 activation
Tyrosine phosphorylation is required for Dok-mediated inhibitory effects. In human

Jurkat cells, CD2 or CD28 but not CD3 stimulation has been shown to induce Dok-1
phosphorylation (17). To examine whether the same stimuli induced Dok-1
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phosphorylation in mouse T cells, purified splenic T cells were activated with CD28.
Upon CD28 stimulation, phosphorylation of Dok-1 was increased in T cells from
Dok-1 transgenic mice and littermate controls (Fig. 9). It should be noted that in
unstimulated T cells, the higher level of Dok-1 phosphorylation in Dok-1 transgenic
cells than in control cells likely reflects the basal phosphorylation state and increased
amount of Dok-1. As reported previously in cell lines, CD3 stimulation of splenic T
cells did not lead to Dok-1 phosphorylation (data not shown and 17). In addition, we
were not able to detect Dok-1 phosphorylation following CD2 crosslinking with mAbs
(data not shown). This result may reflect the difference in CD2 function between mice
and humans. Indeed, while CD2 facilitates cell adhesion in humans and mice, it is a
direct promoter of T cell activation only in humans (33). Dok-1 is a negative regulator
of ERK1/2 signaling pathway (reviewed in 12, 13). Therefore, to define the molecular
basis of the defects in maturation and cytokine production of Dok-1 transgenic T cell,
we analyzed the extent of ERK1/2 activation of thymocytes or splenic T cells upon
stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs used alone or in combination.
Surprisingly, ERK1/2 phosphorylation in unstimulated and stimulated cells was
comparable in Dok-1 transgenic and transgene-negative DP thymocytes and purified T
cells (Fig. 10). Therefore, overexpression of Dok-1 does not seem to interfere with

ERK1/2 activation of thymocytes or mature T cells.

64



DISCUSSION

Our study demonstrates that overexpression of Dok-1 in thymocytes interferes

with T cell development. Indeed, it causes a partial developmental block at the DN to
DP transition, likely at DN3 (CD44+CD25')/DN4 (CD44°CD25') transition stage. The

pre-TCR complex is required for the transition from the DN3 to the DN4 stage
(reviewed in 34). In addition, at the pre-TCR-dependent stage, the contribution of
several molecules such as the src-kinases Lck and Fyn (35, 36) and the adapter
proteins LAT (37), SLP-76 (38), GADS (39) and Shc (40) is essential for cells to
proceed to the DP stage. The ras/ERK MAPK pathway represents a downstream
effector of the pre-TCR signaling cascade (41). DN to DP transition likely implicates
other pathways such as cytokine signaling pathways that may either cooperate or

function independently of the pre-TCR (reviewed in 42). ERK activation in response
to CD3, or CD3 plus CD28 crossliking was normal in cp4’ cps’ thymocytes from
Dok-1 transgenic mice. Moreover, TCR-induced CD69 expression, a Ras-dependent
response (43), is comparable in cp4’ cps’ thymocyte from Dok-1 transgenic mice

or littermate controls. Therefore, the modulation of ERK activity by Dok-1
overexpression is not likely the mechanism involved in Dok-1-mediated inhibition of
thymocyte development. The absence of ERK inhibition by Dok-1 overexpression
following CD3 stimulation was expected since we have shown in Jurkat cell line that
Dok-1 overexpression inhibited CD2-induced ERK activation but not CD3-induced
ERK activation (19). Relocalization of RasGAP in the proximity of Ras is likely the
mechanism involved in Dok-1 mediated inhibition of ERK1/2 signaling pathway since
CD2 but not CD3 stimulation induces a Dok-mediated recruitment of RasGAP to the
plasma membrane (19). This event requires phosphorylation of Dok-1 on tyrosine
residues that act as SH2 acceptor site for RasGAP (1, 2). Here, we show that CD28
stimulation induces Dok-1 phosphorylation but has no appreciable effect on ERK1/2
kinase activation. These observations raise the possibility that Dok-1 mediated its
inhibitory effect by a mechanism distinct from recruitment of RasGAP. It is also
conceivable that CD28-induced phosphorylation of Dok-1 occurred at tyrosine
residues not involved in the binding of RasGAP. Other negative regulators such as

Csk and SHIP are recruited by tyrosine-phosphorylated Dok-1 (7, 44, 45). In
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particular, membrane recruitment of Csk by Dok-1 might be involved in Dok-1-
mediated negative effect on T cell development. Indeed, Csk at least in part by the
negative effect on src-family protein kinase is a key component in the control of T
maturation (46). Phosphorylated Dok-1 has been shown to bind to the SH2 domain of
Lck (17). Therefore, it is also possible that Dok-1 down-modulates Lck kinase activity
by a direct mechanism as it has been recently described for Dok-1/Tec kinase
interaction (20). Additional studies will be necessary to identify the mechanisms and
the molecular interactions involved in Dok-1 mediated inhibition of T cell maturation.

Overexpression of Dok-1 interferes also with the ratio of CD4/CD8 T cells
present in the periphery as reflected by an increased proportion of cD8" cells. This
result might indicate that Dok-1 regulates differentially the survival and/or
proliferation of the CD4+ and the CD8" subsets. Alternatively but not exclusively,

Dok-1 might interfere with cell fate decisions associated with positive selection. In
vitro proliferation of mature CD8 and CD4 T cells is comparable in WT and Dok-1
transgenic mice. Therefore, Dok-1 overexpression does not seem to interfere with
proliferation. Differentiation of T cells to the CD4 or CD8 lineage in the thymus is
regulated to some degree by the "length and strength” of intracellular signaling, with
CD4 lineage commitment associated with stronger or more prolonged signaling than
CDS8 lineage commitment (reviewed in 42). Therefore, the inhibitory effect of Dok-1
on signaling might favor the development of CDS8 lineage cells.

This study provides evidence that Dok-1 regulates differentially IL-2, IL-4 and
IFN-y production by CD4+ T cells. The inhibition of CD3-induced IL-2 secretion is in

agreement with our previous results in Jurkat cells. Indeed, we have shown that
overexpression of Dok-1 inhibited CD3-induced NFAT activation and IL-2 secretion
by a mechanism that did not inhibit calcium mobilization or ERK1/2 activation (19).
While overexpression of Dok-1 was capable of increasing IFN-y production, it did not
change substantially IL-4 production of CD4+ cells stimulated by TCR. This result
might indicate that Dok-1 is capable of modulating specifically transcription factors
involved in regulation of Th effector cytokine expression. One potential target for
such regulation is T-bet since it is a potent inducer of IFN-y production but a repressor

of IL-2 transcription (47). Alternatively, but not exclusively, mature T cells might

differ from normal T cells due to developmental difference during thymic maturation.
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Although the underlying mechanisms by which Dok-1 has an impact on cytokine
secretion remain to be defined, our results reveal a potential role of Dok-1 in the
differentiation of Th cells.

Our data indicate that Dok-1 is not only involved in signaling pathways
initiated thought CD2 and CD28 accessory receptors but also participates to the TCR-
induced signaling cascade. Although CD3 stimulation does not increase Dok-1
phosphorylation, other modifications such as serine phosphorylation might be
important for Dok-1 to exert its function on downstream events (48). Alternatively,
basal levels of Dok phosphorylation in Dok-1 overexpressing cells might be sufficient
for Dok-1-mediated negative effects. This interpretation would explain why CD28 co-
stimulation did not potentiate Dok-1-mediated effect initiated through the TCR/CD3
complex in our cytokine release assays.

What is the physiological role of Dok-1? Dok-mediated signaling may
contribute to the mechanisms that down-regulate the strength and/or the duration of
the signal elicited by the pre-TCR and the TCR during thymocyte maturation and
mature T cell responses. In addition accessory receptors such as CD28 likely generate
Dok-mediated signals that might participate in the modulation of the TCR-initiated
response. Although we were not able to demonstrate CD2-induced Dok-1
phosphorylation in primary murine T cells using anti-CD2 antibodies available, the
participation of CD2 in the Dok signaling pathway in mice remains an open question.
Consistent with a role of B7/CD28 and CD2/CD48 interaction in thymocyte
differentiation, both CD2 and CD28 are expressed on pre-TCR bearing thymocytes
and throughout thymocyte development (49, 50). Although lack of CD2 or CD28
does not lead to obvious defect in the development of T cells, CD2 and CD28
receptors play important regulatory roles in the differentiation of thymocytes. For
example, CD2 acts as a negative regulator of thymocyte sensitivity to positive
selection signals and as a positive regulator in facilitating the transition from DN to
DP (51-53). Moreover, high levels of expression of human CD2 in transgenic mice
had profound effect on thymocyte differentiation (54). The role of CD28 in
thymocyte selection is not well established. There is evidence that CD28 promotes

negative selection in certain conditions (55, 56). B7 overexpression in transgenic mice
. . . . +
result in a CD28-dependant increase in the proportion of CD8  cells (57). Recently,

like CD2, a negative regulatory role for CD28 in inhibiting thymic differentiation of
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SP thymocytes has been reported (58). Regarding mature T cells, the critical positive
roles for B7/CD28 costimulatory signaling in antigen-specific activation and for CD2
in mediating T cell adhesion has been well demonstrated in mice (59-62). These
examples illustrate the capacity of CD28 and CD2 to generate both positive and
negative signals in thymocytes that may be distinct from those generated in mature T
cells.

The contribution of Dok-1 in the CD2 and CD28-mediated signaling events is
still elusive. Mice deficient for Dok-1 have been recently generated (21, 63). Absence

of Dok-1 expression in T cells does not lead to obvious defect in T cell development

as monitored by flow cytometry analysis of Dok-l-/- thymocytes and splenocytes (21).

Dok-l-/- thymocytes stimulated with concanavalin A and IL-2 show enhanced

proliferation compared to normal cells. This observation is in agreement with a role of

Dok-1 in negative regulation of thymocyte proliferation. The role of Dok-1 in mature
T cell functions has not been yet studied in Dokl./- mice. As mentioned above, T cells

express another member of the Dok family, Dok-2. Constitutive expression of Dok-2
in bone marrow cells inhibits the transition from DN to DP of thymocytes in
reconstituted mice (30). Therefore, the potential functional redundancy of Dok-1 and

Dok-2 at least in thymic maturation suggests that the remaining expression of Dok-2
in Dok1™" T cells might compensate for the absence of Dok-1. This issue will be

resolved by the characterization of thymic development and T cell responses in Dok-
1 and Dok-2 deficient mice that were generated very recently (23, 24).

In conclusion, our studies have revealed an important role of Dok-1 in
modulating TCR-induced responses. Dok-1 overexpression did not cause a global
defect in T cell activation. While it inhibited IL-2 and enhanced IFN-y secretion, it
had not impact on IL-4 secretion or in vitro proliferation of T cells. The molecular
characterization of specific Dok-mediated signaling events will provide a mean to

modulate the strength and potentially the outcome of T cell activation.
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Figure 1: Dok-1 expression levels in thymocytes and splenocytes

DP thymocytes were enriched either by anti-CD4 microbeads (DP-1) or anti-CD$8
microbeads (DP-2). Cells that did not bind to the CD4-microbeads were further
purified with anti-CD8 microbeads and correspond to the CD8+ single-positive (SP)
subpopulation (CD8). Cells that did not bind to the CD8-microbeads were further
purified with anti-CD4 microbeads and correspond to the cp4” SP subpopulation
(CD4). Cells that remained after the CD4 and CD8 positive selection procedures were
pooled and correspond to the DN subpopulation (DN). B and T cells from spleen were
positively seperated with anti-CD19 and anti-CD90 microbeads respectively. Purity of
the various populations was determined by flow cytometry analysis and was » 90% for
each subset purified. Lysates, from equivalent cell numbers, from thymocytes or
splenocytes of WT mice were analyzed by immunoblotting with anti-mouse Dok-1
antibodies. Equal loading was confirmed by probing the membrane with anti- actin

antibodies.

77







Thymocytes  Splenocytes  Thymocytes Splenocytes

¢ F e d e g
S L 10 $o40 $ao o

i <— Transgenic Dok-1
* ™ - - “ g = | d <— Endogenous Dok-1

WB: Anti-human Dok-1 WB: Anti-mouse Dok-1
o - ) —-——— e
WB: Anti-B actin WB: Anti-B actin

Figure 2: Levels of transgene expression in the thymus and in the spleen

Lysates from wild-type (WT) or Dok-1 transgenic mice (Tg82 and Tgl04) thymi or
spleen were prepared and equivalent cell numbers were loaded for immunoblot
analysis using anti-Dok-1 antibodies raised against mouse or human-Dok-1. Loading
was verified by probing the membrane with anti-p actin antibodies.

While our anti-human Dok-1 antiserum does not crossreact with the mouse Dok-1
protein, our anti-mouse Dok-1 antiserum recognizes both human transgenic Dok-1
and mouse endogenous Dok-1. The ratio of expression levels of endogenous versus
transgenic Dok-1 cannot be determined since the degree of cross-reactivity of our anti-

mouse Dok-1 antiserum is unknown.
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Figure 3: Dok-1 overexpression inhibits thymocyte development
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Figure 3

(A) A representative flow cytometry analysis of thymic CD4 and CD8 expression
from littermate controls (WT) or Dok-1 transgenic mice (Tg82 and Tgl04).
Percentages of cells in each quadrant are indicated below the dot plots. Similar results

were obtained in at least five different experiments. Mice were 3-7 wk-old.

B) Absolute cell numbers were calculated for total thymocytes and thymocyte subsets
based on their CD4 and CD8 expression. The number of total thymocytes is the mean

of at least 5 different mice analyzed.
C) Representative profiles of CD44 and CD25 expression on gated CD4'CD8 DN

thymocytes from littermate controls (WT) or Dok-1 transgenic mice (Tg82 and

Tg104). Percentages of cells in each quadrant are indicated below the dot plots.
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Figure 4: Regulation of surface expression of CD3, CD69 and CD5 in Dok-1

transgenic thymocytes is normal

85







Everts
.>
Evert:

Tg

v

3
TCR ¢ . g
3
TCR +CD28 §
3
cD28 ¢
Z

PMA/Iono

Evarts

A 4

CD5

[] Unstimulated

= Stimulated

Figure 4: Regulation of surface expression of CD3, CD69 and CDS5 in Dok-1

transgenic thymocytes is normal
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Figure 4

A) Thymocytes from littermate controls (filled histograms) and Dok-1 transgenic
Tg82 mice (clear histograms) were stained with anti-CD4-PE, anti-CD8-FITC and as
indicated on the top of each panel with anti-CD3-biotin, anti-CD69-biotin or anti-

CD5-biotin followed by streptavidin-Red670. Cell surface expression of CD3, CD69
and CD5 is shown for total thymocytes and CD4+ SP (CD4 SP), CD8+ SP (CD8 SP)

and CD4"CD8" DP (DP).

B) Thymocytes enriched for DP cells by positive selection with CD8-microbeads
from littermate controls (WT) and Dok-1 transgenic mice Tg82 (Tg) were left
unstimulated (filled histograms) in medium alone or stimulated (clear histograms)
with anti-TCR, anti-TCR plus anti-CD28, anti-CD28 or PMA plus ionomycin for

12 h. Flow cytometric analysis of CD69 and CD5 expression is shown.
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Figure 5: Effects of Dok-1 transgenic expression on CD4/CDS8 ratios of splenic

cells
A) Splenic cells from 4- to 6-wk-old WT and Dok-1 transgenic mice were analyzed

by flow cytometry with anti-CD4 and anti-CD8 Abs.

B) Total cell number for each spleen was determined and the number of CD4" cells

(CD4) and cps’ cells (CD8) was calculated according to the percentage shown in A.

C) Ratios of CD4/CD8 cells in the spleen of transgenic mice (Tg82 and Tg104) and
wild-type littermate controls (WT) are shown. Data are representative of at least 5

different experiments (n = 5-13).
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Figure 6: Normal TCR-dependent upregulation of CD69 and proliferation of

splenic T cells in mice overexpressing Dok-1
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Figure 6

A) cD4’ T cells were purified with CD4 microbeads from spleen of littermate

controls (WT) or transgenic mice (Tg104) and cells were cultivated in 96-well plate
for 24h in medium alone (filled histograms) or in presence of different stimuli as

indicated (clear histograms).

B) Purified CD4+ or CD8+ splenic T cells from littermate controls (WT) or Dok-1

transgenic mice (Tg) were left unstimulated (medium) or stimulated on mAbs-coated
plate with anti-TCR, anti-TCR plus anti-CD28 or with a combination of PMA and
lonomycin for 48 h as described in materials and methods. Proliferation was measured
by [*H] thymidine incorporation after 18 h of pulse chase. Data represent means + SD
of triplicate cultures of at least 5 independent experiments. The small increase in

proliferation of Dok-1 transgenic T cells compared to control cells is not consistently

observed.
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Figure 7: Dok-1 overexpression interferes with cytokine secretion

Purified CD4+ cells from littermate controls (WT) and Dok-1 transgenic mice (Tg82

and Tg104) were left unstimulated or stimulated with anti-TCR Abs, anti-TCR plus
anti-CD28 Abs or PMA plus ionomycin. After 48 h, IL-2, IL-4 and IFN-y production

was determined by ELISA. Assays were done in triplicate and repeated at least 3

times with similar results.
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Figure 8: Levels of expression of Dok-1 influence the memory status of T cells

in the spleen

T cells from spleen of littermate controls (WT) or transgenic Dok-1 mice (Tg82 and
Tg104) were purified with pan-T cells microbeads and stained with anti-CD4, anti-
CD8 and anti-CD44 or anti-CD62L Abs. A representative flow cytometric analysis of

CD44 and CD62L expression is shown on gated CD4+ or CD8+ cells. M1 corresponds
to the gate used to determine the percentage of CD44hlgh cells. The percentage of
CD44"" cells is for D4 cells: WT=19%, Tg82=25.1% and Tgl 04=54.6% and for

cps’ cells: WT=27.3%, Tg82=61.3% and Tg104=77.3%.
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Figure 9: CD28-induced phosphorylation of Dok-1 in splenic T cells

T cells purified with anti-CD90 microbeads from spleen of littermate controls or Dok-
1 Tgl04 (Tg) were incubated for 1 min in medium alone (-) or in presence of goat
anti-hamster Ig (GaH) or stimulated with anti-CD28 Ab plus goat anti-hamster Ig
(CD28). Proteins were immunoprecipitated with anti-mouse Dok-1 antibodies and
were immunoblotted using anti-phosphotyrosine (anti-p-Y) antibodies. Membranes
were stripped and reblotted with anti-biotinylated mouse Dok-1 antibodies (anti-

mouse Dok-1).
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Figure 10: Overexpression of Dok-1 in thymocytes and mature T cells does

not inhibit CD3- or CD28-induced ERK1/2 phosphorylation

Cells were incubated in medium alone (-) or in presence of goat anti-hamster Ig
(GaH) or stimulated with anti-CD28 Abs or anti-CD3 Abs alone or in combination
plus goat anti-hamster Ig (CD28, CD3, CD3 + CD28) for the indicated time.

Total cell lysates were immunoblotted with anti-phospho ERKI1/2 antibodies.
Equivalent levels of ERK1/2 protein in each lane were evaluated by stripping and

reprobing the membranes with anti-total ERK 1/2 antibodies.
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Figure 10

A) Left panel, CD4Jr cells from spleen of Dok-1 transgenic 82 mice (Tg82) or

littermate controls (WT). Right panel, Purified T cells from spleen of Dok-1

transgenic 104 mice (Tg104) or littermate controls.

B) DP thymocytes enriched by positive selection with anti-CD8 microbeads, from

littermate controls (WT) or Dok-1 transgenic 82 (Tg82).
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Figure G:  Etude de la maturation des thymocytes in vitro

Culture de SIGNALISATION 20 h Culture de RECUPERATION 20 h
DP purifiés
[ B s |
YYYYYY — L-:;;;J
Stimulation : anti-TCR Sans anticorps

anti-TCR + anti-CD28
anti-TCR + CD2

l l

Analyse au FACS Analyse au FACS

Nous avons utilisé un systéme expérimental développé par Singer (Cibotti et al.,
1997) pour analyser la capacité des thymocytes DP & se différencier en SP CD4" ou
CD8". Bri¢vement, tel qu’illustré a la figure F de la séction «revue de littératuren, les
thymocytes DN traversent quatre stades de développement DN1 a DN4. A la
transition DN3/DN4, le processus de la B sélection, ou la formation d’un pré-TCR
fonctionnel induit des signaux de survie permettant aux thymocytes DN de maturer en
thymocytes DP. Les thymocytes DP non autoréactifs sont sélectionnés (sélection

positive et négative) et se différencient en thymocytes SP.

In vitro, lorsque les thymocytes DP sont mis en culture selon le protocole
expérimental illustré dans la figure G, leur stimulation par le TCR et par les molécules
CD2, CDs5, CD24, CD28, CD49d, CD81 ou TSA-1, molécules qui possédent des
capacités d’induction d’un signal de maturation, provoque leur différentiation en

thymocytes SP CD4". La maturation préférentielle des DP en culture de
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signalisation/récupération vers les SP CD4" se fait indépendamment des signaux

spécifiques a la lignée CD4 ou CDS.

Des expériences préliminaires ont été effectuées sur une population de thymocytes DP
enrichie par une purification & I’aide de billes magnétiques couplées a I’anticorps anti-
CD8. La culture de signalisation représente les cellules stimulées avec des anticorps
ou non-stimulées (milieu de culture) pendant 20 h. Les cellules sont ensuite
transférées dans une nouvelle plaque pour une durée additionnelle de 20 h (culture de
récupération). Nous avons utilisé différentes combinaisons d’anticorps anti-TCR, anti-
CD2, anti-CD28 pour stimuler les thymocytes DP de souris transgéniques
surexprimant Dok-1 ou de souris de type sauvage afin de comparer leur maturation in
vitro (figure 11). Nos résultats montrent que dans la souris de type sauvage, toutes les
conditions de stimulation induisent la maturation préférentielle des DP en SP CD4".
Cette maturation est augmentée en condition de co-stimulation. Par contre, pour les
souris Dok-1 transgéniques, la maturation des DP en SP CD4" est observée suite a la
stimulation par le TCR ou le TCR plus CD2. La différenciation des DP en SP CD8"

est augmentée dans des conditions de stimulation dépendantes de CD28.
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Figure 11: La différenciation des thymocytes DP en SP CD8" est privilégiée

chez les souris Dok-1 transgéniques.
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Figure 11: La différenciation des thymocytes DP en SP CD8" est privilégiée chez

les souris Dok-1 transgéniques.
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Figure 11

La population des thymocytes DP est enrichie par une purification a I’aide de billes
magnétiques couplées a I’anticorps anti-CD8. 2 x 10° cellules sont mises en culture de
signalisation dans une plaque de 24 puits (volume final de 1 ml) pour une période de
20 h en présence ou en absence de stimulation (indiquée & gauche des graphiques).
Les cellules sont ensuite transférées dans une autre plaque et mises en culture de
récupération pour une durée additionnelle de 20 h. La maturation des thymocytes in
vitro est évaluée par cytométrie en flux en observant le profil d’expression des
marqueurs CD4 et CD8 a la surface des cellules. Le pourcentage des différentes sous-
populations de cellules mises en culture de signalisation/récupération est indiqué dans

chacun des quadrants et est représentatif d’au moins cinq expériences différentes.

A) Thymocytes DP de souris de type sauvage (DP WT) en culture de

signalisation/récupération.

B) Thymocytes DP provenant de souris Dok-1 transgéniques de la lignée 82 (Tg 82)

en culture de signalisation/récupération.
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DISCUSSION

Les souris transgéniques surexprimant la forme sauvage ou mutée d’une
protéine constituent un modéle d’étude qui permet de mieux caractériser, tant in vitro
qu’in vivo, le rdle de cette protéine exprimée par un type cellulaire spécifique. Nous
avons choisi de surexprimer la protéine Dok-1 dans les lymphocytes T de souris afin
d’étudier I'impact de la voie de signalisation impliquant cette protéine adaptatrice et
plus particuliérement celle induite par CD28 sur 1’expansion/sélection des thymocytes
ainsi que sur la fonction des lymphocytes T matures. La forme murine de Dok-1
posséde 83 % d’homologie globale avec la forme humaine. Le domaine PTB est
conservé a 100 % et les résidus tyrosine qui représentent des sites de liaison aux
domaines de type SH2 sont tous conservés entre la forme humaine et murine sauf pour
une tyrosine (1’équivalent de la tyrosine 341 chez I’homme) (Yamanashi et Baltimore,
1997). Les régions consensus riches en proline et en résidus sérine/thréonine,
egalement des sites de liaison a différents motifs d’interaction protéine-protéine, sont
pour la plupart conservées. Toutes les études fonctionnelles réalisées jusqu’a ce jour
n’ont pas montré de différences entre la forme murine et humaine de Dok-1. Par
ailleurs, de constructions codant pour des formes mutées de Dok-1 humain ont été
générées dans notre laboratoire. Pour toutes ces raisons, nous avons utilisé la forme
humaine de Dok-1 pour générer les souris transgéniques. La surexpression de la forme
humaine de Dok-1 nous permet de différencier facilement la forme endogéne de la

forme transgénique.

Nous avons premiérement vérifié 1’expression de la protéine Dok-1 chez les
cellules lymphoides de la souris. En isolant les différentes populations thymiques ainsi
que les lymphocytes B et les lymphocytes T de la rate, nous montrons que la protéine
Dok-1 murine est exprimée chez ces différents types cellulaires & des niveaux
équivalents (figure 1). Nos résultats indiquent aussi que I’expression de Dok-1

demeure constante tout au long du développement des thymocytes.
Nous avons ensuite évalué ’expression du transgéne dans les cellules T.

L’anticorps anti-Dok-1 humain est spécifique 4 la forme humaine et ne réagit pas avec

la forme murine tel qu’illustré 4 1a figure 2. Il permet donc de comparer les niveaux
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d’expression du transgéne entre les différentes lignées de souris. L’anticorps anti-
Dok-1 murin reconnait la forme humaine et donne une bonne indication du niveau de

surexpression du transgéne par rapport a ’endogéne.

Le transgéne codant pour la protéine Dok-1 humaine, sous le contrble du
promoteur CD2, est transcrit & la transition des stades de développement DN2/DN3
des thymocytes et dans les lymphocytes T matures. La surexpression de Dok-1
influence le développement des lymphocytes T, inhibant la maturation des thymocytes
a la transition des stades de développement DN/DP (figure 3). Nous avons vérifi€ la
proportion des cellules T TCRyd présentes dans le thymus des souris transgéniques et
des souris de type sauvage par cytométrie en flux (résultats non exposés). Le
pourcentage de cellules TCRy8" de souris transgéniques surexprimant Dok-1, évalué
sur une population thymique CD4'CD8'CD3", est identique i celui des souris de type
sauvage. De ce fait, la diminution du nombre absolu des thymocytes DP chez les
souris transgéniques n’est pas attribuable 4 un développement préférentiel des
lymphocytes TCRYS au détriment des cellules TCRaf. De plus, le rapport des cellules
SP CD4*/SP CD8" est diminué chez les souris transgéniques comparativement a celui
observé dans le thymus (ou la rate) des souris de type sauvage (figure 3 et 5). Il est
important de noter que les différentes lignées de souris transgéniques analysées
présentent le méme phénotype qui est dépendant du niveau de surexpression de la
protéine Dok-1. Ceci démontre que les effets observés ne sont pas dus a I’insertion
aléatoire du transgéne dans une région qui code pour des genes importants. La
surexpression de Dok-2 dans les cellules de la moelle osseuse de souris inhibe la
maturation des thymocytes également a la transition des stades de développement
DN/DP (Gugasyan et al., 2002). Dok-2 est le deuxiéme membre de la famille des
protéines Dok exprimé dans les lymphocytes T et posséde beaucoup d’homologie
structurale et fonctionnelle avec Dok-1. La participation de Dok-2 et de Dok-1 dans la
maturation des lymphocytes T pourrait indiquer que ces deux membres de la famille
des protéines Dok exercent des roles redondants du moins dans ce processus. I1 faut se
rappeler que les thymocytes des souris déficientes pour Dok-1 proliférent mieux
comparativement aux thymocytes de souris de type sauvage suite a leur stimulation
par la lectine Con A + IL-2 (Di Cristofano et al., 2001) indiquant que Dok-2 ne

compense pas entierement pour 1’absence de Dok-1. La caractérisation des souris
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déficientes pour I’expression de Dok-1 et/ou Dok-2 devrait permettre de définir les
rdles respectifs exercés par ces deux protéines adaptatrices tant au niveau de la

maturation que de I’activation des cellules T.

Nous montrons que I’altération du développement des lymphocytes T chez les
souris transgéniques surexprimant Dok-1 se produit précisément a la transition des
stades de développement DN2/DN3 a DN4 (figure 3). A cette étape du développement
des thymocytes se produit la 3 sélection ou la formation du pré-TCR. L’activation du
complexe pré-TCR/CD3 achemine des signaux de survie aux thymocytes leur
permettant de se différencier. Il est donc possible que Dok-1 agisse comme un
régulateur négatif de la signalisation induite par le pré-TCR/CD3. Plusieurs molécules
sont impliquées dans la cascade des signaux initiés par le pré-TCR/CD3 dont les
kinases de la famille Src p56Lck et Fyn (Groves e al., 1996; van Oers et al., 1996) ou
les protéines adaptatrices comme SLP-76 (Pivniouk ef al., 1998), LAT (Zhang et al.,
1999), GADs (Yoder et al., 2001) et Shc (Zhang et al., 2002). L’activation de ces
protéines est responsable d’acheminer les signaux qui induisent la maturation des
thymocytes DN en thymocytes DP. La voie des MAPK Ras/ERK est également
impliquée dans la transition des stades de développement DN/DP (Crompton et al.,
1996) et joue un réle important dans la régulation de la différenciation des thymocytes
DP en thymocytes simple positif CD4* ou CD8" (Sharp et al., 1997). Une étude
effectuée dans notre laboratoire suggére que Dok-1 peut réguler négativement
I"activation de ERK1/2 possiblement via son association avec la p120 RasGAP dans
les lymphomes Jurkat T (Nemorin et al., 2001).

Nous avons donc vérifié si la surexpression de Dok-1 chez les cellules T de
nos souris transgéniques inhibait la maturation des thymocytes et influengait le rapport
SP CD4"/SP CD8" via 1a modulation de 1’activation de la voie p21Ras. Nous avons
examiné I'activation de ERK1/2 chez les thymocytes totaux (résultats non montrés) et
chez la population enrichie de thymocytes DP stimulés par des anticorps anti-CD3,
anti-CD28 ou anti-CD3 + anti-CD28 (figure 10). Nous n’avons pas observé une
diminution de la phosphorylation des kinases ERK1/2 a la suite des ces différentes
stimulations chez les souris transgéniques. Nous n’avons pas examiné 1’état de la
phosphorylation de ERK1/2 au niveau de la sous-population thymique DN. Etant

donné le nombre limité de cellules DN dans un thymus normal et afin de réaliser des
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expériences biochimiques, nous privilégierons une approche ou les souris Dok-1
transgéniques seront croisées avec des souris déficientes pour 1’expression de RAG
(thymocytes dont la maturation est bloquée au stade de développement double négatif
II). A I’aide d’un anticorps anti-CD3, la signalisation du pré-TCR peut étre induite et
le rdle de Dok-1 dans cette cascade sera caractérisé par des études biochimiques de
l'activation de plusieurs protéines dont ERK1/2 (voie des MAP kinases) par des

immunoprécipitations, immunobuvardages, etc.

D’autre part, I’expression du marqueur d’activation CD69 est augmentée a la
surface des thymocytes des souris transgéniques suite 3 la stimulation par des
anticorps anti-TCR ou anti-TCR plus anti-CD28 de mani¢re comparable a celle des
cellules de souris de type sauvage (figure 6). La régulation a la hausse de CD69
induite par la stimulation du TCR est dépendante de 1’activation de la voie p21Ras
(D'Ambrosio et al., 1994). L’ensemble de nos résultats indique que I’effet négatif
exercé par Dok-1 sur la maturation des thymocytes ne proviendrait pas d’une

diminution de I’activation de la voie p21 Ras.

Dans de nombreux systemes cellulaires, il a été suggéré que Dok-1 doit
nécessairement étre phosphorylé sur tyrosine aux sites reconnus par les domaines SH2
de p120RasGAP pour réguler négativement la voie d’activation p21Ras. L’absence de
I’inhibition de I’activation de p21Ras chez les souris transgéniques pourrait étre liée a
I’incapacité de Dok-1 & recruter p120 RasGAP dans les conditions analysées. Bien
que nous n’ayons pas directement examiné 1’interaction de Dok-1 avec p120 RasGAP,
nous avons vérifié 1’état de la phosphorylation de la protéine Dok-1 suite & une
stimulation par CD2, CD3 et/ou CD28 chez les cellules T. Nous montrons que la
stimulation par CD28 induit la phosphorylation de Dok-1 dans les cellules T primaires
de souris (figure 9). Cependant, 1’activation de ERK1/2 n’est pas inhibée suite a la
stimulation des cellules T par ce récepteur (figure 10). Il est possible que la
stimulation par CD28 induise la phosphorylation de Dok-1 sur des résidus tyrosine
autres que ceux reconnus par les domaines SH2 de pl20 RasGAP. Notons que
I’absence d’inhibition de I’activation de ERK1/2 dans les cellules de souris Dok-1
transgéniques suite a leur stimulation par CD3 était attendue puisque la
phosphorylation des ces kinases n’est pas affectée lorsque les cellules Jurkat T

surexprimant Dok-1 sont également stimulées par CD3 (Nemorin ef al., 2001). Nous
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n’avons pas pu détecter la phosphorylation de Dok-1 en stimulant les cellules avec un
anticorps anti-CD2 (résultat non montré) tel que démontré dans les lymphomes Jurkat.
Etant donné que le récepteur CD2 exerce seulement un rdle dans 1’adhésion cellulaire
chez la souris mais que chez I’humain, CD2 représente aussi une voie d’activation
directe des cellules T, nous supposons que la signalisation initiée par CD2 chez la
souris n’implique pas nécessairement la participation de Dok-1. En somme,
Iinteraction possible entre Dok-1 et RasGAP ne semble pas étre le mécanisme par
lequel Dok-1 peut exercer ses pouvoirs de régulateur négatif. Deux autres voies des
MAP kinases, JNK et p38, sont impliquées dans la maturation des thymocytes.
L’activation de p38 MAPK inhibe la progression du cycle cellulaire et la
différenciation des thymocytes immatures in vivo (Diehl et al., 2000). D’un autre coté,
la voie de signalisation JNK régule la délétion des thymocytes autoréactifs in vivo
(Rincon et al., 1998). Le réle de Dok-1 dans la régulation de ces deux autres voies des
MAPK n’a pas été étudié. Il est donc possible que Dok-1 exerce des pouvoirs
inhibiteurs sur ces voies d’activation entrainant ainsi un blocage partiel de la

maturation des thymocytes et une altération du rapport CD4/CDS.

Nous pouvons supposer que des protéines inhibitrices autres que pl20
RasGAP peuvent étre impliquées dans la régulation exercée par Dok-1 sur le
développement lymphocytaire. Des protéines a action inhibitrices telles que Csk ou
SHIP ont été caractérisées et leur interaction avec Dok-1 a été observée (Shah et
Shokat, 2002; van Dijk et al., 2000). Csk est un régulateur négatif de 1’activation de la
PTK p56Lck et joue un réle important dans Pintégration des signaux menant 2 la
maturation des thymocytes (Schmedt et al., 1998). 11 a été rapporté qu’une fois
phosphorylé, Dok-1 s’associe & p56Lck dans le lymphome Jurkat T. De plus, il a été
démontré que I’association de Dok-1 et Dok-2 phosphorylés avec la protéine Tec, une
PTK exprimée par les lymphocytes T, peut directement inhiber 1’activité de cette
kinase (Gerard et al., 2004). I est donc envisageable que Dok-1 régule a la baisse
Pactivité de p56Lck via un mécanisme indirect potentiellement via son association

avec Csk ou directement via son interaction avec la kinase pS6Lck elle-méme.

La surexpression de Dok-1 dans les cellules T des souris influence le rapport
CD4 /CD8 favorisant les cellules SP CD8". La différenciation préférentielle des DP en
SP CD8" peut étre due 4 une plus grande prolifération et/ou survie des thymocytes SP
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CD8" et inversement, mais pas exclusivement, & une diminution de la prolifération et
du taux de survie des SP CD4". Nous avons analysé 1’effet fonctionnel de Dok-1 sur la
prolifération des lymphocytes T. Nos résultats indiquent que la surexpression de Dok-
1 n’influence pas la capacité des cellules T CD4" ou CD8" a proliférer in vitro en
réponse a diverses stimulations (figure 6). La durée de I’interaction et la force du
signal généré par le TCR et les molécules accessoires a la surface du thymocyte DP
influencent le choix de sa différenciation vers la lignée SP CD4* ou SP CD8". Les
deux molécules CD4 et CD8 lient la protéine kinase p56Lck; pS6Lck étant
préférentiellement associée avec CD4. De ce fait, la force du signal généré par le TCR
est plus grande lorsque CD4 est co-engagé (Itano et al., 1996). L'altération du rapport
CD4/CD8 observé dans le thymus de nos souris transgéniques peut €tre causée par
I’atténuation de la force du signal du TCR lors de la sélection positive des thymocytes
qui surexpriment Dok-1. Dok-1 pourrait réguler & la baisse ’activité de p56Lck lors
du co-engagement de CD4 avec le TCR permettant ainsi d’influencer la
différenciation des thymocytes DP vers la lignée CD8". La surexpression de Dok-1
pourrait également contribuer & ’augmentation de la proportion des SP CD8" par des
mécanismes qui impliquent la régulation de la transcription des génes qui codent pour
CD4 ou CD8 lors de la sélection positive des thymocytes. Par ailleurs, le mécanisme
d’activation impliquant Dok-1 lors de la sélection positive pourrait protéger les
thymocytes SP CD8" d’un signal pro-apoptotique ou intervenir dans la régulation des

voies de signalisation impliquant la sécrétion de cytokines.

Par un syst¢éme de maturation des thymocytes DP in vitro décrit par Singer
(Cibotti et al., 1997), nous montrons une apparition marquée des thymocytes SP CD8*
chez les souris transgéniques (figure 11). Ce phénotype est dépendant de la molécule
de co-stimulation CD28 mais non de CD2. La stimulation par CD2 ou CD28 joue un
grand role dans la prolifération et l'activation des lymphocytes T. Cependant, les roles
de ces deux molécules dans le développement des cellules T ne sont pas clairs.
Certaines études suggérent que I’interaction de CD28 avec ses ligands joue un rdle
important dans la sélection négative des thymocytes en développement et
1’élimination de clones autoréactifs (Gao et al., 2002). Par ailleurs, la surexpression
des ligands de CD28, CD80/CD86, influence la différenciation des thymocytes DP
favorisant la génération de thymocytes SP CD8" (Yu et al., 2000). Plus récemment, il
a été démontré que le blocage de I’interaction CD28-CD80/CD86 augmente la
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sélection positive des thymocytes double positifs CD4*CD8" en thymocytes simples
positifs CD4" ou CD8* (Vacchio et al., 2005). Dok-1 est un substrat de la voie
d’activation CD28. Il est donc possible que cette protéine adaptatrice soit responsable
de la régulation des signaux engendrés par la stimulation du récepteur CD28 lors de la
sélection positive des DP favorisant la maturation des SP CD8*. Nos études
permettront d'élucider l'implication de la voie de signalisation induite par CD28 sur
l'expansion/sélection des thymocytes, en plus de comprendre le role de Dok-1 dans
cette cascade de signalisation. Les résultats préliminaires observés a 1’aide du systéme
de culture de signalisation/récupération in vitro montrent une apparition marquée des
thymocytes SP CD8" chez les souris transgéniques dans des conditions de stimulation
dépendante de CD28. La population des thymocytes DP mise en culture contient
également des thymocytes SP CD8". Bien que nous ayons vérifié que les cellules
CD8" SP des souris Dok-1 transgéniques et des souris de type sauvage proliférent de
fagon identique in vitro (résultat non montré), nous voulons nous assurer que
I’apparition des SP CD8" dérive uniquement de la différenciation des DP. Pour ce
faire, les souris transgéniques surexprimant Dok-1 seront croisées avec des souris
déficientes pour ’expression de Tapl (Tg Dok-1 x Tapl™). Le thymus et la rate des
souris Tapl déficientes sont dépourvus de cellules T CD8'. Le méme type
d'expérience sera repris avec les thymocytes des souris Tg Dok-1 x Tapl” et la
maturation préférentielle des thymocytes en CD8" dans des conditions dépendantes et
indépendantes de CD28 sera vérifiée. D’autres études seront nécessaires afin de
préciser la fonction de Dok-1 dans le développement, la prolifération et la survie des
cellules T CD4" et CDS8".

Par ailleurs, nos résultats montrent que la protéine Dok-1 joue un rdle dans la
sécrétion de cytokines par les lymphocytes T CD4" ou CD8" stimulé par le TCR ou
TCR plus CD28 (figure 7). La production d’IL-2 est diminuée tandis que la sécrétion
d’IFN-y est amplifiée et la production d’IL-4 est inchangée. L’atténuation de la
sécrétion de I’IL-2 n’est pas surprenante puisqu’elle a déja été observée chez les
cellules Jurkat T stimulées par CD3. Cette étude a été effectuée dans notre laboratoire
et montrait une inhibition de 1’activation de NFAT et de la production d’IL-2 via un
mécanisme indépendant de 1’activation des kinases ERK1/2 ou de la mobilisation du
calcium (Nemorin et al., 2001). La diminution de la production d’IL-2 et

'augmentation d’IFN-y pourrajent étre la conséquence d’un défaut développemental
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des cellules T. Les souris Dok-1 transgéniques possédent une plus grande proportion
de cellules T a phénotype mémoire, observation jugée par le profil d’expression de
CD44. 11 semble donc que Dok-1 puisse influencer la réponse des cellules T matures.
Cependant, les lymphocytes T CD4" ou CD8" n’ont aucun défaut prolifératif in vitro,
régulent normalement I’expression des marqueurs d’activation CD5 et CD69 et
expriment de fagon comparable aux cellules des souris de type sauvage CD62L, un
autre marqueur de phénotype mémoire. D’autre part, il est important de souligner que
les cellules T de souris transgéniques présentant un profil d’expression de CD44
comparable a celui des cellules T de souris de type sauvage (Tg 82 versus WT, figure
8) ont tout de méme une réponse T altérée (figure 8). Une autre possibilité permettant
d’expliquer 1’augmentation de la sécrétion d’IFN-y et la diminution d’IL-2 chez nos
souris transgéniques serait que Dok-1 soit impliqué dans la régulation différentielle
des voies de signalisation menant a la production des cytokines. Nous pouvons
supposer que Dok-1 puisse influencer I’activité de facteurs de transcription impliqués
dans cette régulation de la production de cytokines. Par exemple, le facteur de
transcription T-bet est un bon candidat puisqu’il augmente la synthése d’IFN-y et
régule a la baisse celle de I'IL-2 (Szabo et al., 2000).

En conclusion, nos résultats indiquent que Dok-1 participe a la régulation de la
signalisation induite par le TCR lors de I’activation des cellules T. Cette protéine
adaptatrice est impliquée dans le développement des cellules T notamment lors de la
transition des stades DN/DP et possiblement lors de la sélection positive des
thymocytes favorisant le développement de la lignée CD8" dans des conditions
dépendantes de CD28. Par ailleurs, la surexpression de Dok-1 n’altére pas la capacité
des lymphocytes T a proliférer in vitro. Enfin, la surexpression de Dok-1 influence la
capacité des cellules T a sécréter I’IL-2 et I'INF-y, mais non I’IL-4. La caractérisation
des interactions moléculaires mises en jeu par Dok-1 et son implication dans la voie
de signalisation initiée par le récepteur de co-stimulation CD28 pourraient permettre
une meilleure compréhension des mécanismes qui contrdlent la maturation et

I’activation des lymphocytes T.

La cellule T est régulée de maniére trés stricte afin d’éviter une activation non

spécifique. Nous pouvons imaginer que Dok-1 peut agir a différents niveaux dans la

124



cascade des signaux intracellulaires engendrés lors du contact cellule T-APC. Par
ailleurs, nous pouvons envisager la possibilitt que le signal émis lors du
coengagement de CD28 empécherait I’activation de la cellule T tant que le signal
généré par le complexe TCR-peptide/CMH n’est pas suffisamment puissant pour

interrompre la phosphorylation de Dok-1.

Le modéle de souris transgénique généré pour ce travail représente un
excellent outil de travail pour étudier in vitro et in vivo le réle de Dok-1 dans
Iactivation lymphocytaire. D’autres études seront nécessaires pour comprendre les
fonctions de Dok-1 lors de 1’activation de la cellule T. Par exemple, les souris Dok-1
transgéniques pourront étre croisées avec des souris TCR transgéniques exprimant un
TCR spécifique pour un antigéne donné. Les souris double transgéniques ainsi
générées pourront nous permettre d’étudier d’une part 1’effet de la surexpression de
Dok-1 sur la sélection positive et négative des thymocytes en utilisant des modéles de
souris exprimant le TCR transgénique adéquat. D’autre part, nous pourrons stimuler
de maniére plus physiologique nos cellules a 1’aide d’antigéne spécifique du TCR
choisi et ainsi étudier le rdle modulateur de Dok-1 lors d’une stimulation antigénique.
La caractérisation des régulateurs négatifs d’activation comme Dok-1 est un atout
pour la mise au point de divers traitements notamment dans le cas de maladies

autoimmunes causées par des lymphocytes T hyperactivés.
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