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Résumé

APS (adaptor protein with PH and SH2 domains) est une protéine adaptatrice dont
la fonction a surtout été étudiée dans les voies de signalisation du récepteur de
insuline. La fonction d’APS dans les voies des nombreux autres récepteurs
transmembranaires dont elle est aussi un substrat est encore peu étudiée. Nous
avons voulu caractériser davantage le réle d'APS dans les voies du récepteur § du
PDGF. Pour ce faire, nous avons utilisé une approche de transfection transitoire de
fibroblastes 293.T suivie d'analyses d'interactions protéiques et d'états de
phosphorylation sur tyrosine par immunoprécipitation et immunobuvardages
Western. Nos résultats suggérent fortement que le domaine SH2 d'APS est
essentiel a son association avec le PDGFRP et a sa phosphorylation sur tyrosine a
la suite de I'activation du récepteur. Aussi, nos résultats démontrent que la tyrosine
546 d'APS est un site principal de phosphorylation sur tyrosine conséquemment a
I'activation du PDGFRp. Nous identifions ainsi un nouveau site de phosphorylation
sur tyrosine d'’APS. En outre, nos résultats démontrent que la co-expression d’APS
conduit a la diminution de I'association de la sous-unité régulatrice p85a de la PI3K
avec le PDGFRB, de la phosphorylation sur tyrosine de p85c a la suite de
l'activation du PDGFRp et de I'association de la protéine tyrosine phosphatase
SHP-2 avec p85a dans les voies du PDGFRp. Nous identifions ainsi une nouvelie
interaction protéique, entre SHP-2 et p85a, dans les voies du PDGFRp. De fagon
importante, ces résultats appuient fortement 'hypothése que I'expression d’APS

diminue I'activation de la PI3K dans les voies du PDGFR.

Mots clefs :
tyrosine kinase, sous-unité régulatrice p85, phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K),
SHP-2, phosphorylation sur tyrosine, domaine SH2, interaction protéique,

oligomérisation, modification post-traductionnelle



Abstract

APS (adaptor protein with PH and SH2 domains) is an adaptor protein whose
functions were above all studied in the insulin receptor signalling pathways. The
function of APS in the numerous other transmembrane receptors pathways where
APS is a substrate is to date hardly studied. Therefore, we wanted to characterize
more the role of APS in PDGF receptor B pathways. To do that, we used transitory
transfections of 293.T fibroblasts and analysed protein-protein interactions and
tyrosine phosphorylation states with immunoprecipitations and Western blots. Our
results strongly suggest that the SH2 domain of APS is required for its association
with PDGFRB and for its tyrosine phosphorylation foliowing PDGFRf activation.
Also, our results demonstrate that APS is mainly tyrosine phosphorylated, following
PDGFRB activation, on the tyrosine 546. Thus, we have identified a new tyrosine
phosphorylation site of APS. Moreover, our results show that the co-expression of
APS leads to a decrease in the association of the p85a regulatory subunit of PI3K
with PDGFRB, in p85a tyrosine phosphorylation following PDGFRP activation and in
the association of SHP-2 with p85a. in PDGFR signalling pathways. In this way, we
are identifying a new protein-protein interaction, between SHP-2 and p85a, in
PDGFRp signalling pathways. Importantly, our results strongly support the
hypothesis that co-expression of APS negatively modulates PI3K activation in

PDGFRP signalling pathways.

Keywords:

tyrosine kinase, p85 regulatory subunit, phosphatidylinositol-3'-kinase (P13K),
SHP-2, tyrosine phosphorylation, SH2 domain, protein-protein interaction,
oligomerisation, post-traductional modification
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1. Introduction



Préambule

Plusieurs voies de signalisation sont soumises a une régulation par la
phosphorylation sur tyrosine de leurs protéines. La phosphorylation sur tyrosine
d’'une protéine peut en altérer I'activité enzymatique, la localisation cellulaire et/ou
son assemblage en complexes de signalisation, contrélant ainsi des évenements en
aval dans les voies de signalisation. Les enzymes impliquées dans ces voies sont
les protéines tyrosines kinases (PTK), qui catalysent la phosphorylation des
tyrosines, et les protéines tyrosines phosphatases (PTP), qui en effectuent la
déphosphorylation (1). D’autres protéines, dépourvues d’activités enzymatiques,
participent aussi a la régulation de ces voies de signalisation. Ces protéines
adaptatrices, constituées uniquement de domaines d'interaction moléculaire,
servent d'échafaudage & I'assemblage de complexes de signalisation. Par exemple,
une protéine adaptatrice possédant un domaine SH2 en combinaison avec d'autres
déterminants d'interaction moléculaire peut induire le recrutement et 'assemblage
de plusieurs protéines a une seule phosphotyrosine présente, par exemple, sur un
récepteur tyrosine kinase (RTK) activé. Le complexe de signalisation ainsi forme a
l'aide de la protéine adaptatrice pourra alors activer une ou plusieurs voies de
signalisation (2).

APS : protéine adaptatrice contenant un domaine PH et un domaine SH2

Clonage

APS a été identifiée la premiére fois par sa capacité a interagir avec le RTK c-Kit.
Un criblage par double hybride chez la levure, avec le domaine tyrosine kinase
oncogénique de c-Kit (D816V) comme appét, a permis d'isoler un nouvel ADNc a
partir d’'une banque provenant de celiules B humaines (3). La protéine ainsi isolée
était phosphoryiée sur tyrosine a la suite de la stimulation du récepteur c-Kit. De
plus, elle co-immunoprécipitait avec c-Kit. Ces résultats ont confirme qu'une
nouvelle protéine, APS, venait d'étre identifiée et que cette protéine est un substrat
direct de c-Kit.



Structure, domaines et déterminants d’interaction moléculaire d’APS

APS a été baptisée en fonction de sa structure (Figure 1). Tout d'abord, 'analyse
de sa séquence a montré 'absence de domaine enzymatique, la classant de ce fait
parmi les protéines adaptatrices. L'analyse de sa séquence a révélé la présence
d’'un domaine PH (pleckstrin homology) ainsi que d'un domaine SH2 (Src
homogoly 2). Elle a donc été nommée « adaptor protein with PH and SH2
domains », ou APS (3). Les domaines PH ont la capacité de lier les
phosphoinositols membranaires, permettant des interactions protéine-membrane
plasmatique (4). Les domaines SH2, pour leur part, interviennent dans des
interactions protéine-protéine en liant les phosphotyrosines présentes sur diverses
protéines cellulaires a la suite de I'activation de PTK par des signaux extracellulaires
(5). Chez I'humain, APS posséde de plus neuf tyrosines, sites potentiels de
phosphorylation et donc de recrutement de protéines possédant un domaine SH2.
Huit motifs riches en proline (PxxP) correspondant au consensus de liaison des
domaines SH3 (Src homology 3) sont aussi répartis entre son domaine PH et son
domaine SH2 ainsi que dans sa queue C-terminale (6). Son domaine N-terminal ne

posséde pas de consensus connu.

Aucune fonction n’a été rapportée concernant ses motifs riches en proline. La seule
information disponible concernant son domaine N-terminal est qu'il est nécessaire a
I'inhibition de lactivité transcriptionnelle de STATS5 par APS dans les voies du
récepteur de I'érythropoiétine (7). De toutes ses tyrosines, la seule ayant éte
formellement identifiée comme étant la cible de PTK est la tyrosine 629. Cette
tyrosine est le site de phosphorylation d'’APS par le récepteur de l'insuline (8). Il a
été rapporté qu’'a la suite de sa phosphorylation, la tyrosine 629 permet 'association
du domaine SH2 de Cbl (9,10). I a aussi été rapporté que I'activation de c-Kit et de
JAK2 conduit & la phosphorylation sur tyrosine d’APS dans la queue C-terminale
(3,11). Le domaine SH2 d'APS, pour sa part, permet I'association directe d'APS au
récepteur de l'insuline et au récepteur c-Kit (3,8,12,13). Enfin, il a été rapporté que
son domaine PH lui permet de s’associer au proto-oncogéne Vav3 pour en moduler
Pactivité (14).
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Figure1 Schéma linéaire de la structure d’APS d’origine humaine

représentant ses domaines et autres déterminants d’interaction
moléculaire

Schéma linéaire des 632 acides aminés de la protéine adaptatrice APS
d'origine humaine. La localisation des domaines PH et SH2 d’APS est
indiquée. Les motifs riches en proline correspondant au consensus de
reconnaissance par les domaines SH3 (PxxP) sont identifiés par un "P”
majuscule dans la structure. Lorsque les motifs riches en proline se
chevauchent, le nombre de motifs dans la répétition est indiqué. En
tant que sites potentiels de phosphorylation et d’interaction avec des
domaines SH2, la position des neufs tyrosines d'APS est indiquée par
une fléche au-dessus de la structure. De plus, I'arginine conservée de
la poche de liaison des phosphotyrosines de son domaine SH2 ainsi
que le tryptophane impliqué dans la dimérisation de son domaine SH2
sont aussi indiqués par une fléche, sous la structure.

Caractéristiques du domaine SH2 d’APS

Il a été proposé par des études de liaison a des peptides contenant une

phosphotyrosine que la liaison du domaine SH2 d’APS dépend de la présence

d'une leucine ou d'une isoleucine en position +3 de la phosphotyrosine (pYXX'/._)

(15). Les tyrosines de c-Kit et du PDGFRf recrutant APS correspondent a ce

consensus. Cependant, ce consensus ne semble pas essentiel a la liaison du

domaine SH2 d’APS, puisque parmi toutes les tyrosines de RTK identifiées a ce jour

comme recrutant APS, certaines n'y correspondent pas. C'est le cas, notamment,

du récepteur de linsuline (IR), dont les tyrosines s'associant au domaine SH2

d’APS ont pourtant été confirmées hors de tout doute par cristaliographie a rayon X



(13). Une cristallographie par rayons X a révélé que le domaine SH2 d'APS est
dimérique. Il a été montré que le résidu critique a cette dimeérisation est un
tryptophane conservé entre les espéces, le W475 d’APS chez le rat. Sa mutation en
histidine (résidu hydrophobe vers résidu hydrophile) empéche la dimérisation du
domaine SH2 d'APS. La surface de dimérisation, I'hélice a C-terminale, est
opposée a la poche de liaison des phosphotyrosines, située dans la moitieé N-
terminale du domaine SH2. Il a été montré, par la co-cristallisation du domaine SH2
d’APS avec le domaine tyrosine kinase de ['IR (IRK), que chaque domaine SH2
d’APS peut ainsi s'associer avec un IRK dans le dimére de I'IR. L'importance
fonctionnelle de cette dimérisation n’a pas été étudiée. |l a été confirme, in vivo, que
le domaine SH2 d’APS permet son oligomérisation constitutive (13). Ce résultat
explique I'observation initiale de Yokouchi qui a montré qu’APS s’associe a une
protéine de fusion GST-domaine SH2 d’APS (3).

Conservation d’APS chez la souris, le rat et 'humain

APS est conservée entre les espéces. APS d'origine humaine (h) posséde 82%
d’identité avec APS d'origine murine (m) et APS de rat (r). Plus précisément, le
domaine PH et le domaine SH2 de hAPS ont respectivement 100% et 97%
d’identité en acide aminés lorsque comparés a ces domaines de mAPS et de rAPS.
Toutes les tyrosines de hAPS, & I'exception de la tyrosine 454, sont conservees
chez la souris et le rat. De plus, les motifs riches en proline situés entre le domaine
PH et le domaine SH2 ainsi que le premier, le cinquiéme et le septieme motif de la

queue C-terminale de hAPS sont présents dans mAPS et rAPS.

Définition d’une nouvelle famille de protéines adaptatrices

Lors de I'identification d’APS, une recherche par homologie de séquence des acides
aminés d’APS a permis de définir une nouvelle familie de protéines adaptatrices
dont les autres membres sont SH2-B et Lnk (Figure 2). Les membres de cette
famille possédent tous un domaine PH et un domaine SH2, présentant un
pourcentage d'identité d’acides aminés élevés. De pius, tous les membres de la
famille possédent plusieurs tyrosines. Les tyrosines 415, 454, 546 et 629 de hAPS

sont conservées entre tous les membres humains de la familie.
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Comparaison de la structure et des déterminants d’interaction
moléculaire de hAPS avec hLnk et hNSH2-Ba

Les pourcentages d'identité en acides aminés entre le domaine
N-terminal, le domaine PH, le domaine SH2 et la queue C-terminal de
hAPS et ceux de hLnk et de hSH2-Ba sont indiqués. Le segment entre
les domaines PH et SH2 n'a pas de similarité significative entre les
membres de la famille. Les tyrosines de hLnk et de hSH2-Ba qui sont
conservées chez hAPS sont indiquées. Les motifs riches en proline de
hAPS ne sont pas conservés chez les autres membres de la famille.
Cependant, hSH2-Ba. contient elle aussi des motifs riches en proline, a
savoir trois entre son domaine PH et son domaine SH2 ainsi que cinq
dans sa queue C-terminale.



Expression cellulaire et tissulaire d’APS

L’ARN messager d’APS a été détecté dans plusieurs tissus, dont la prostate, les
testicules, l'utérus, le placenta, l'intestin gréle, le rein, le coeur, les poumons et le
cerveau (3,8,9,11). Il a aussi été détecté dans les tissus cibles de l'insuline, soit
dans le muscle squelettique, le pancréas, le foie et le tissu adipeux (3,8,9). Dans les
tissus hématopoiétiques, son ARNm est retrouvé dans les leucocytes périphériques,
les lymphocytes B, dans {a moelle osseuse et dans la rate (3,8,11). Dans la rate,
son ARNm est retrouvé dans les cellules B et non dans les cellules T, ce qui est en
accord avec son absence dans le thymus (11). Au niveau des lignées cellulaires,
I'ARNm d’APS est détecté dans les fibroblastes NIH 3T3 ainsi que dans plusieurs
lignées de cellules B, par exemple BAL17, BCL1, Daudi et Raji (3,11,16).

Il a été confirmé que la protéine est exprimée dans les muscles squelettiques, le
ceeur, le tissu adipeux et e pancréas (8). Elle a aussi été détectée dans la lignée
cellulaire d'ostéosarcome Sa0S-2 et dans les lignées de cellule B Raji et BJAB
(3,16). De plus, la différenciation des fibroblastes 3T3-L1 en adipocytes conduit a
I'induction de I'expression d’APS, la protéine n'étant détectée que dans les 3T3-L1

différenciées (8).

Fonction d’APS dans les voies de signalisation du récepteur de l'insuline

L'expression d’APS dans les tissus cibles de I'insuline ainsi que l'induction de son
expression lors de I'adipogénése des 3T3-L1 ont stimulé 'étude de sa fonction dans
les voies de signalisation du récepteur de linsuline (IR). Ce domaine de recherche
sur APS est d'ailleurs le plus prolifique, donnant le meilleur apergu de sa fonction de

protéine adaptatrice.

Association directe du domaine SH2 d’APS au domaine tyrosine kinase de I'IR

Plusieurs équipes ont rapporté qu'APS est un substrat de I'IR (8-10,12). Il a éte
montré que le domaine SH2 d’APS interagit directement avec le IR au niveau de la
boucle d'activation de son domaine tyrosine kinase (IRK), plus précisément aux

tyrosines 1158 et 1162 de I''R humain (8,12). La cristaliographie par rayons X du



complexe entre I'IRK et le domaine SH2 d'APS a révélé qu'un seul domaine SH2 lie
les deux tyrosines de la boucle d'activation de I'IRK. La phosphotyrosine 1158 est
lite de facon classique, par un pont salin, a I'arginine conservée de la poche de
liaison du domaine SH2 d’APS (R445 de hAPS). La phosphotyrosine 1162 est pour
sa part impliqguée dans une liaison non-classique avec le domaine SH2 d’APS. En
effet, cette phosphotyrosine est liée par deux lysines conservées chez APS entre
les espéces, c'est-a-dire les lysines 463 et 465 de hAPS. Ces deux lysines, en plus
de I'arginine invariante, sont essentielles a la liaison du domaine SH2 d'APS a
'R (13).

Protection contre la déphosphorylation des tyrosines de la boucle d’activation de I'IR
par APS

Il a été montré que la surexpression d’APS dans les cellules CHO.T, exprimant de
facon stable le IR, conduit & 'augmentation de la sensibilité a I'insuline. En effet, la
surexpression d’APS augmente lintensité et la durée de I'autophosphorylation de
I'IR ainsi que de la phosphorylation de I'lRS-1 lors de la stimulation par I'insuline. En
conséquence, I'expression d’APS dans ces cellules provoque une augmentation de
I'intensité et de la durée de I'activation de ERK et d’Akt a la suite de leur stimulation
par l'insuline (17). Ces résultats ont permis de proposer que la liaison du domaine
SH2 d'APS a la boucle d'activation de I'IR en protége les phosphotyrosines de la
déphosphorylation par des PTP (13). En effet, il a été établi clairement que des
PTP, notamment PTP1B, régulent de fagon négative la sensibilité a l'insuline en
déphosphorylant I'lR (18-20).

Role essentiel d’APS en tant que protéine adaptatrice dans la phosphorylation de
Cbl par le IR

En plus d’un réle de protection contre la déphosphorylation des tyrosines de la
boucle d’activation de I'IR, APS a un role plus actif dans les voies de signalisation
de ce récepteur. La stimulation de I'IR par l'insuline conduit & une augmentation de
la captation du glucose par les cellules. Cet effet métabolique est di a la
translocation d’'un pool de vésicules riches en transporteur du glucose Glut4 vers la

membrane plasmique a la suite de la stimulation du récepteur. Il est connu que



I'activité PI3K est nécessaire, mais non-suffisante, a ce processus. Aussi, il a éte
montré que Cbl forme un complexe avec CAP (Cbl-associated protein) et que ce
complexe CAP/Cbl définit une deuxiéme voie de signalisation, PI3K-indépendante,
régulant elle aussi la captation du glucose (21). Cette voie CAP/Cbl-dependante est
cruciale a la translocation des vésicules riches en Glut4 vers la membrane cellulaire
a la suite de la stimulation de I'IR (22-24). 1l a été montré qu'APS a un rble essentiel
dans la régulation de cette voie (25). A la suite de son interaction avec I''RK, mAPS
devient phosphorylée sur la tyrosine 618, correspondant a la tyrosine 629 de hAPS
(8). Cette tyrosine phosphorylée crée un site de liaison pour le domaine SH2 de Cbl
(9,10). Il a été montré que le recrutement de Cbl & I'IR et sa phosphorylation sur
tyrosine par I'lR dépendent d'APS et de sa phosphorylation sur la Y618 (10,25,26).
APS est donc essentielle a l'activation de la voie CAP/Cbl en permettant le
recrutement et la phosphorylation de Cbl & I'IR (25). Il a d'ailleurs été montré que la
surexpression d’APS dans les adipocytes 3T3-L1 augmente la translocation des
vésicules riches en Glut4 vers la membrane (10). APS jouerait aussi un rdle dans
I'assemblage du complexe CAP/Cbl, mais cette fonction est moins bien comprise.
APS forme un complexe avec CAP qui est dissocié a la suite de la stimulation de
PIR. I a donc été proposé qu'APS recrute CAP vers le IR pour permettre
I'assemblage du complexe CAP/Cbl (25).

Cbl est une protéine-ubiquitine ligase de type E3. Son rble dans la dégradation
ligand-dépendante par la voie ubiquitine-protéasome de EGFR, PDGFRa, PDGFR
ainsi que du récepteur du CSF-1 a déja été montré (27). Il a donc été propose
qu'APS augmente l'ubiquitination de IR en y recrutant Cbl (26). Cependant,
I'ablation génétique de I'expression d’APS chez la souris ne modifie pas les niveaux

d’expression de I'IR (9).
Augmentation de la sensibilité a l'insuline et hypoinsulinémie chez les souris APS™

Alors que les études effectuées au niveau cellulaire démontrent qu'APS a un rdle
positif dans les voies de signalisation de I'IR, I'analyse du phénotype des souris
APS™ démontre plutét que I'ablation d’APS augmente la sensibilité a l'insuline de
I'animal (9). En effet, des tests de tolérance a l'insuline et de tolérance au glucose

démontrent une captation du glucose sanguin accrue pour une insulinémie plus
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faible chez les animaux APS”. De plus, les souris APS™ démontrent une
insulinémie a jeun significativement plus faible que les souris de type sauvage. Le
mécanisme moléculaire impliqué dans 'augmentation de la sensibilité a I'insuline

par I'ablation de I'expression d’APS n’a pu étre identifié (9).

L'importance de la fonction d’APS dans les voies de signalisation du récepteur de
I'insuline est soulignée davantage par la découverte d'un mécanisme de régulation
de son expression dans les voies de signalisation de I'insuline du tissu adipeux (28).
En effet, il a été montré qu'APS s’associe constitutivement avec un nouveau
membre de la famille Asb (ankyrin and SOCS box) dont I'expression semble
restreinte au tissu adipeux, Asb6. Lorsque Asb6 est exprimée, I'activation prolongée
du récepteur de l'insuline conduit & une dégradation d’APS suite au recrutement des
élongines B et C a la boite SOCS d’Asb6. La fonction d’APS dans les voies du
récepteur de l'insuline est donc importante et nécessite la régulation de son

expression.

Bien que le role d’APS dans les voies de I'IR ne soit pas encore élucide
complétement et que les résultats obtenus des modéles cellulaires et animaux
soient en opposition, les connaissances accumulées a ce jour donnent un apergu
des mécanismes sous-jacents a sa fonction de protéine adaptatrice. En effet, il a été
montré hors de tout doute que Cbl est recrutée via son domaine SH2 a la tyrosine
conservée de I'extrémité C-terminale d'APS (Y629 de hAPS), phosphorylée par I'IR.
Cette association permet a Cbl d'étre a son tour phosphoryiée par I'IR. La fonction
de protéine adaptatrice d’APS pour Cbl est par le fait méme essentielle a I'activation
de la voie CAP/Cbl par I'IR.

Implication d’APS dans de nombreuses autres voies de signalisation

D’autres études indiquent qu’APS joue un rdle dans une multitude de voies de
signalisation. En effet, APS est le substrat de nombreux autres recepteurs
transmembranaires. Comme il a été mentionné plus haut, APS s'associe
directement, via son domaine SH2, au RTK c-Kit activé, plus précisément aux
tyrosines 658 et 936, et devient conséquemment phosphorylée sur tyrosine

(3,11,15). Il a aussi été montré que la stimulation du récepteur des antigénes des
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cellules B (3,11) et que la stimulation de cellules par I''GF-l, '|GF-Il et le GM-CSF
conduisent a la phosphorylation sur tyrosine d’APS (16). L’activation du récepteur
de linterféron-y (INF-y) et du leukemia inhibitory factor (LIF) conduisent aussi a la
phosphorylation sur tyrosine d’APS (7). Une fonction d'APS a aussi été rapportee
dans diverses voies de signalisation. Brievement, il a été montré qu'APS régule de
fagon négative l'activité kinase de JAK1 et de JAK2, des PTK cytosoliques
impliquées dans la signalisation de plusieurs cytokines et hormones, comme
I'hormone de croissance (GH) et I'érythropoiétine (EPO) (29). Dans les voies du
récepteur de I'EPO, I'expression d’APS diminue, en collaboration avec Cbl, I'activité
transcriptionnelle de STAT5 (7). Dans les voies de TrkA, le récepteur du NGF
(nerve growth factor), I'association d’APS avec la boucle d'activation du domaine
tyrosine kinase du récepteur permet l'activation des MAPK (mitogen activated
protein kinase) par Ras et la différenciation des cellules PC12 (30). Aussi, il a eté
montré que l'interaction d’APS avec le proto-oncogéne Vav3, une GEF (guanosine
nucleotide exchange factor) des petites GTPases Rho/Rac, en augmente son
activitt de transformation cellulaire et de réorganisation du cytosquelette
d'actine (14). Des études effectuées sur des cellules B et des mastocytes isolés de
souris APS™ suggérent aussi qu'APS joue un rdle dans le contréle dans la
réorganisation du cytosquelette d'actine (31,32). Il a été montré qu'APS est
phosphorylée sur tyrosine & la suite de la stimulation des NIH 3T3 par le PDGF-AA
et le PDGF-BB (16). Le domaine SH2 d'APS est suffisant pour permetire son
interaction avec le PDGFR (16). A I'aide de phosphopeptides, il a été montré que,
in vitro, la tyrosine 763 du PDGFRp est un site d'association d'APS (15). Dans les
voies du PDGF, I'expression d’APS diminue la prolifération cellulaire, la synthese
d’ADN et l'induction de I'expression de c-myc et de c-fos. De plus, APS et Cbl
collaborent pour diminuer I'activité transcriptionnelle de c-fos induite par le
PDGF (16).

Bref, APS est le substrat de nombreux facteurs de croissance et cytokines. Elle est
impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et dans la regulation de
plusieurs processus physiologiques importants, comme la captation du glucose, la
réorganisation du cytosquelette d'actine, la prolifération, la différenciation et la
transformation celliulaire. Cependant, encore bien peu de connaissances ont été

accumulées sur les mécanismes moléculaires sous-jacents aux effets d'APS.
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Fonctions des autres membres de la famille
Lnk

Lnk a été le premier membre de cette famille de protéines adaptatrices a étre
identifié (33). Lnk a surtout été étudiée en tant que protéine adaptatrice regulant la
signalisation dans les cellules hématopoiétiques. Plusieurs études ont confirmé que
Lnk a un réle physiologique dans les voies de signalisation des récepteurs des
antigénes des cellules T (TCR, T-cell antigen receptor). Tout d'abord, il a été montré
que Lnk devient phosphorylée sur tyrosine a la suite de la stimulation TCR. Cette
phosphorylation sur tyrosine permet son association avec la sous-unité régulatrice
p85 de la PI3K ainsi qu'avec Grb2 et PLCy (33). De plus, Lnk inhibe I'activation de
NF-AT par le TCR CD3 (34). La génération de souris Ink” et de souris
transgéniques surexprimant Lnk dans les lymphocytes a permis de mettre en
évidence un réle de Lnk dans le développement des cellules B, des cellules T, dans
la signalisation des cytokines chez les précurseurs hématopoiétiques et dans
I'homéostasie hématopoiétique (35-39). Lnk joue donc un rble important dans la
régulation du systéme hématopoiétique.

SH2-B

La premiére isolation de SH2-B a été permise grace a son interaction avec le
récepteur a haute affinité des IgE, le FceRl (40). Plus tard, SH2-B a aussi éte
identifiée comme étant un partenaire d’interaction de I'lR dans des criblages par
double hybride chez la levure avec I'lR comme appét (41,42). Par la suite, il a été
montré que I'épissage alternatif du géne de SH2-B produit plusieurs isoformes
différents, soit les isoformes o, B et v. Ceux-ci différent par leur domaine C-terminal,

le domaine SH2 étant identique entre les isoformes (43).

Il a été démontré que SH2-B est impliquée dans de nombreuses voies de
signalisation. SH2-B est un substrat de I'IR, de 'IGF-IR et du PDGFR (41,44,45).
L'analyse des souris SH2-B™ démontre que sa fonction de substrat de I'lGF-IR joue

un role critique dans la fertilité chez les souris (46). SH2-B} est aussi un substrat du
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FGFR3 et sa surexpression augmente la phosphorylation sur tyrosine et la
translocation nucléaire de STAT5 a la suite de I'activation du FGFR3 (47).

JAK2 est une PTK cytosolique impliguée dans la signalisation de multiples
hormones et cytokines, notamment celle de la GH et de I'INF-y. Il a été montré que
SH2-BB est un substrat de JAK2 ainsi qu’un puissant activateur de son activite
tyrosine kinase (48,49). Cet effet est spécifique & JAK2, puisque SH2-Bf} n'a aucun
effet sur l'activité kinase de JAK1 et JAK3 (29). Il a été montré que la
phosphorylation sur tyrosine de SH2-Bf est nécessaire a la réorganisation du
cytosquelette d'actine par la GH, le PDGF, JAK1 et JAK2 (50). De plus, il a été
montré que SH2-B s'associe a Rac pour réguler la réorganisation de l'actine et la
motilité cellulaire (51).

SH2-B est aussi un substrat de TrkA activé par le NGF, et son expression est
requise a la différenciation des cellules PC12 en neurones par le NGF (52). Dans
cette voie de signalisation, SH2-B interagit de fagon constitutive avec Grb2 pour
permettre I'activation Ras-dépendante des MAPK (30). L'activation de la cascade
MEK/ERK par le NGF conduit & la phosphorylation sur sérine/thréonine de SH2-B
(53). De plus, SH2-B régule de fagon positive I'activation de la voie Akt/Forkhead
par le NGF dans les cellules PC12 (54). Dailleurs, SH2-B est essentielle a la
transduction des signaux de survie cellulaire dans les neurones sympathiques
stimulés par le NGF (30). Il a aussi été montré que SH2-B s’oligomérise sous la
forme d'un pentamére dans les neurones. Son extrémité N-terminale (243 premiers
acides aminés) est nécessaire et suffisante pour permettre cette oligomérisation. A
la suite de la stimulation de cellules par le NGF, I'expression de SH2-B conduit a
'augmentation de l'intensité et de la durée de I'activation de TrkA ainsi que des
MAPK. L'oligomérisation de SH2-B est nécessaire & ces effets ainsi qua la
différenciation des cellules PC12 (55).

Alors que la fonction de Lnk semble plutdt limitée au systéme hématopoiétique,
SH2-B semble étre elle aussi, comme APS, impliquée dans plusieurs voies de
signalisation par les facteurs de croissance et les cytokines. Il a d’ailleurs éte montré
que malgré le fait que SH2-B est un moins bon substrat de 'R qu'APS, les deux
protéines ont une fonction redondante dans les voies de I'IR (17).
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Le PDGF et ses récepteurs

Le PDGF (platelet-derived growth factor) a tout d’abord été identifi¢ comme un
constituant du sang dérivé des plaquettes. Il a ét¢é montré que le PDGF a un rdle
important comme facteur de croissance dans le développement et que la stimulation
de cellules par le PDGF en active la prolifération et la motilité. De plus, la stimulation
cellulaire par le PDGF semble étre une étape importante dans la conversion

néoplasique des cellules exprimant le PDGFR (56-58).

Les isoformes du PDGF

Le PDGF est en fait une famille d’homo- et d’hétérodiméres de chaines
polypeptidiques A et B, liées par deux ponts disulfures. La chaine A et la chaine B
du PDGF sont toutes deux synthétisées sous la forme d'un précurseur dont la
maturation sera effectuée par clivage protéolytique. Les chaines matures, formees
d’environ 100 acides aminés et partageant 60% d'identité, ont une masse
moléculaire d’environ 15 kDa. Les chaines A et B du PDGF sont encodées par deux
génes différents, localisés respectivement dans les chromosomes 7 et 22. Bien que
la majorité des types cellulaires exprimant le PDGF produisent & la fois la chaine A
et la chaine B, leur expression respective est régulée indépendamment au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. L'identit¢ des diméres (AA, AB ou BB)
formés par les ponts disulfures entre les chaines du PDGF semble étre un
processus aléatoire dépendant de la disponibilité relative de chacune des chaines.
Chaque chaine du PDGF posséde une série d'acides aminés impliqués dans la
liaison a son récepteur. De cette fagon, le dimére PDGF contient deux épitopes
symétriques de liaison au récepteur (56,57).

Récemment, deux nouveaux PDGF ont été identifiés, soit la chaine C et la chaine D
(59,60). Ce sont des chaines de 323 et 348 acides aminés, respectivement, dont
I'expression est retrouvée notamment dans le coeur, le pancréas et les reins (pour

une revue de la documentation scientifique sur le sujet : (61)).
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Les récepteurs du PDGF

Structure du PDGFR

Les récepteurs du PDGF (PDGFR) font partie de la grande famille des RTK. Le
PDGFR posséde cinq domaines « immunoglobulin-like » dans son extrémité N-
terminale extracellulaire et son domaine tyrosine kinase intracellulaire est
interrompu par une insertion (Figure 3), ce qui caractérise les RTK de classe I
(62). Les RTK de classe lll comprennent aussi, par exemple, les récepteurs c-Kit et
CSF-1R. Dans le cas du PDGFR, l'insertion interrompant le domaine tyrosine kinase
est d’environ cent acides aminés. Ceux-ci ne présentent pas d’homologie de
séquence avec le domaine tyrosine kinase. Plusieurs sites d’autophosphorylation y
sont localisés, de méme que dans le domaine juxtamembranaire et dans le domaine
C-terminal. Le domaine extracellulaire du PDGFR contient aussi des sites de N- et
d’'O-glycosylation (57,58).

Deux récepteurs du PDGF différents mais possédant la méme structure générale
existent, le PDGFRa et le PDGFRB. Aprés la maturation de leurs oligosaccharides,
le PDGFRo et le PDGFRB ont une masse moléculaire de 170 et 180 kDa
respectivement. Par sa nature dimérique, le PDGF est lié par deux récepteurs
simultanément, ce qui induit la dimérisation du PDGFR. La chaine A du PDGF n'est
reconnue que par le PDGFRa alors que la chaine B est reconnue a la fois par le
PDGFRa et le PDGFRB (Figure 3). Il s’ensuit que le PDGF-AA induit uniquement
’homodimérisation du PDGFRa. Le PDGF-AB induit I'homodimérisation du
PDGFRa et I'hétérodimérisation off alors que le PDGF-BB permet les trois

combinaisons dimériques possibles (56-58).
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Structure des PDGFRo et PDGFRp et identité des diméres de
ceux-ci pouvant étre induits a la suite de la liaison du PDGF-AA,
-AB ou -BB

Le PDGFR fait partie de la classe lll des RTK. Cette classe est
caractérisée par cing domaines « immunoglobulin-like » dans la région
extracellulaire et par une insertion interrompant le domaine tyrosine
kinase intracellulaire. Les domaines de la région intracellulaire du
PDGFR sont indiqués (JM : juxtamembranaire, TK : tyrosine kinase,
IK : insert du domaine kinase, Ct : C-terminal). Le PDGF est une famille
de dimeéres constitués des chaines polypeptidiques A et B liées par
deux ponts disulfures. La dimérisation de ces chaines conduit a la
formation de PDGF-AA, de PDGF-AB et de PDGF-BB. Chaque chaine
du dimére posséde un épitope de liaison au PDGFR. Deux isoformes
du PDGFR existent, le PDGFRa et le PDGFR. Le PDGFRa reconnait
les épitopes de liaison des chaines PDGF A et PDGF B alors que le
PDGFR} ne reconnait que la chaine PDGF B. Il s’ensuit que chaque
PDGF induit la dimérisation de différentes combinaisons de PDGFRa
et PDGFRp, comme illustré.



17

Synthese et maturation du PDGFR

Comme le PDGFR est une protéine transmembranaire, sa synthése protéique est
couplée a sa ftranslocation au réticulum endoplasmique (RE). Le domaine
N-terminal du PDGFR devient N-glycosylé de fagon co-traductionnelie dans le RE.
La N-glycosylation est I'ajout en bloc d'un oligosaccharide au groupement -NH; de
la chaine latérale d’asparagines. La maturation de ces N-glycosylations précoces
par leur rognage est amorcée dans le RE. Le PDGFR est alors achemine a
I'appareil de Golgi, ou la modification de ces sucres sera continuée pour former
I'oligosaccharide  mature appelé complexe. Une enzyme, [I'endo-f-
N-acétylglucosaminidase H (endo H) est utilisée pour différencier les formes
précoces de N-glycosylation de la forme complexe. Les oligosaccharides précoces
sont clivés par I'endo H alors que les oligosaccharides complexes y sont résistants.
Un autre type de glycosylation du PDGFR a lieu dans I'appareil de Golgi sur les
groupements -OH de sérines et de thréonines, I'O-glycosylation. Cette glycosylation
est sensible au clivage par I'O-glyconase. Le récepteur mature arrive par la suite a

la membrane plasmique par la voie d'exocytose par défaut (63).

Pendant sa synthése et sa maturation, le poids moléculaire du PDGFR[ passe de
130 kDa, pour sa forme aglycosylée, & 145 kDa et a 160 kDa, deux formes
sensibles a I'endo H, puis & 180 kDa, poids moléculaire de sa forme mature et
résistante a 'endo H. Il a été montré par la digestion par I'O-glyconase que seule la
forme mature de 180 kDa est O-glycosylée. La glycosylation du récepteur n'est
cependant pas requise pour la liaison du PDGF et son activation subséquente (64).
Les formes immatures du récepteur peuvent donc étre activées par le PDGF et leur

autophosphorylation a été détectée dans des cellules intactes (65).

Dynamique cellulaire du PDGFR

Le PDGFR, plutdt que d'étre distribué uniformément a la surface cellulaire, est
concentré dans les cavéoles. De plus, il a été montré que plusieurs des protéines
impliquées dans la signalisation du PDGFR, comme la sous-unité régulatrice p85 de
la PI3K et SHP-2, sont elles aussi enrichies dans les cavéoles (66). Les cavéoles

sont impliquées dans le processus d’endocytose. D’ailleurs, la liaison du PDGF a
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son récepteur active l'internalisation du complexe ligand-récepteur, qui se retrouve
alors dans les endosomes. Il a été montré que le complexe formé du PDGFR et du
PDGF-BB maintient sa phosphorylation sur tyrosine et son activité tyrosine kinase
une fois internalisé dans les endosomes (67). Le couple récepteur-ligand peut par la
suite étre dissocié et le récepteur recyclé a la membrane. Alternativement, le couple
récepteur-ligand peut étre dégradé par la fusion des endosomes aux lysosomes et
le récepteur peut aussi étre dégradé par la voie protéolytique ubiquitine-protéasome
(68-70). De fagon globale, la liaison du PDGF au PDGFR se traduit en une
diminution de sa demi-vie (56,57,70,71).

Signalisation intracellulaire par le PDGFR

Le PDGF induit différentes réponses de la part des cellules, comme la croissance,
la division et la survie cellulaire ainsi que la réorganisation du cytosquelette d'actine.
Les voies de signalisation des trois diméres possibles du PDGFR se chevauchent,
comme il est démontré par lactivation de la prolifération celiulaire et de la
réorganisation du cytosquelette par chacun d'eux. Cependant, les voies de
signalisation de ces trois diméres possibles ne sont pas identiques. Par exemple, le
dimeére du PDGFRP active la migration cellulaire alors que le dimére du PDGFRa
peut I'inhiber ou la stimuler, dépendamment du type cellulaire. De plus, dans les
cellules de muscles lisses vasculaires (VSMC), la stimulation du PDGFRa. conduit a
I'augmentation de la synthése protéique sans affecter la synthése d’ADN, alors que
la stimulation du PDGFRp conduit & une réponse mitogénique compléte de ces
cellules (72). La stimulation du PDGFRB est suffisante pour induire la transformation
des NIH 3T3, alors que I'activation du PDGFRa antagonise ces effets (73). Pour sa
part, il semblerait que I'hétérodimére of du PDGFR posséde aussi des effets
cellulaires uniques, comme linduction d'un signal mitogénique plus fort
comparativement aux deux homodiméres. Les voies de signalisation activées dans
une cellule dépendront donc d'une part de lidentitt du PDGF retrouvé dans le
milieu extracellulaire ainsi que, d'autre part, des récepteurs exprimés par ces
cellules. Différents diméres du PDGFR pourront ainsi étre obtenus, conduisant a
differentes réponses cellulaires. Cependant, les connaissances accumulées sur la

signalisation des PDGFR concernent surtout les homodiméres du PDGFRa et du
PDGFRp (57).
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La liaison de son ligand conduit & la dimérisation du PDGFR (74). Il s’ensuit la
formation de ponts disulfures entre les deux récepteurs (75). La dimérisation du
PDGFR induite par la liaison de son ligand conduit & son activation selon le modéle
classique d’activation des RTK (76). La juxtaposition des domaines tyrosine kinase
par la dimérisaton du RTK permet la transphosphorylation du domaine
intracellulaire. La phosphorylation d’une tyrosine située dans la boucle d’activation
du domaine tyrosine kinase (Y857 pour le PDGFRf) a pour effet d'augmenter
I'efficacité de catalyse de ce domaine. La phosphorylation d’autres tyrosines situées
au domaine juxtamembranaire, dans l'insert du domaine kinase et a I'extrémité
C-terminale du PDGFR permet le recrutement de divers effecteurs via leur domaine
SH2. Parmi ces protéines recrutées au PDGFRp via leur domaine SH2, notons
APS, la phosphatidylfinositol-3'-kinase (PI3K) et la PTP SHP-2 (Figure 4). Chaque

effecteur recruté conduira a I'activation d'une voie de signalisation (56,57).

Les différentes réponses cellulaires induites par I'activation des homodiméres de
PDGFRa et de PDGFRp s’expliquent par leur domaine intracellulaire distinct. Bien
que certaines tyrosines autophosphorylées soient conservées entre les deux
récepteurs, d’autres sont uniques & l'un ou a l'autre des PDGFR. Plusieurs des
protéines possédant un domaine SH2 sont donc recrutées aux deux récepteurs.
Cependant, certaines des protéines recrutées au PDGFRa peuvent ne pas I'étre au
PDGFRS et vice versa. Les voies de signalisation induites sont donc semblables
mais non identiques, d’ou les différences dans les réponses cellulaires induites par
I'activation des deux homodimeéres. La signalisation distincte de I'hétérodimere off
serait pour sa part rendue possible par la phosphorylation de tyrosines qui ne le
seraient pas dans I'homodimére. Le PDGFRa phosphorylerait donc des tyrosines
du PDGFRB que ce dernier ne peut phosphoryler et vice versa. Cette explication
découle de I'observation que la Y754 du PDGFRa et que la Y771 du PDGFRf ont
un niveau de phosphorylation plus élevé dans I'hétérodimere que dans les

homodimeres respectifs (56,57).
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extracellulaire

intracellulaire

©  Site d'autophosphorylation sur tyrosine

Figure 4 Localisation des sites d’autophosphorylation du PDGFRp
impliqués dans l'activation du récepteur et dans le recrutement
d’APS, de la PI3K et de SHP-2

La dimérisation du PDGFRP est induite par la liaison du PDGF-BB. A la
suite de cette dimérisation, il y a transphosphorylation des deux
récepteurs. La phosphorylation de la tyrosine 857, située dans la
boucle d'activation du domaine tyrosine kinase du PDGFRp, en
augmente I'activité catalytique. Des tyrosines situées dans le domaine
juxtamembranaire, dans insert du domaine kinase et dans la queue
C-terminale deviendront conséquemment phosphorylées. Les tyrosines
permettant le recrutement, via leur domaine SH2, de la PI3K, d'APS et
de SHP-2 sont indiquées.

Fonction physiologique du PDGF

Fonction normale du PDGF et de ses reécepteurs

Plusieurs types cellulaires expriment le PDGFR. Par exemple, les fibroblastes, les
cellules mésangiales du rein, les VSMC et les neurones expriment le PDGFRo et le
PDGFRpB. Des études d'ablations génétiques du PDGF-A et -B ainsi que du
PDGFRa et B ont permis de mettre en évidence une fonction cruciale du PDGF

dans I'angiogénése et dans le développement du rein, des poumons et du systéme
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cardiovasculaire (77). En effet, dans chacune de ces études, les souriceaux sont
morts pendant 'embryogénése ou en périnatalité. Il a été établi que, chez ces
souris, la fonction des vaisseaux sanguins, des reins, du cceur et des poumons est
altérée mortellement. De plus, certaines observations impliquent le PDGF dans le
développement et dans la fonction du systéme nerveux central. Les neurones et les
cellules de Schwann expriment & la fois les chaines A et B du PDGF ainsi que le
PDGFRoa et le PDGFRp. Les astrocytes expriment, pour leur part, la chaine A et e
PDGFRo. Il a été montré que le PDGF régule la différenciation des astrocytes et
qu'il peut induire la différenciation des pré-neurones PC12. Le PDGF est aussi
impliqué dans la régulation du processus de cicatrisation. Il est sécrété par
différents types de cellules retrouvées au site de blessures, comme les plaquettes,
les macrophages, les cellules endothéliales, les celiules musculaires lisses des
artéres endommagées et par les kératinocytes de I'épiderme. Il a été montre qu’il
régule la fonction de différents types cellulaires impliqués dans la cicatrisation,
comme les fibroblastes, les cellules de muscles lisses, les neutrophiles et les
macrophages. D'ailleurs, I'application locale de PDGF augmente le taux de
cicatrisation des blessures (56-58).

Pathologies impliquant le PDGF et ses récepteurs

Le PDGF et I'oncogénese

L’activation constitutive du PDGFRp par la protéine ES du virus du papillome bovin
de type 1 conduit a la transformation des cellules épithéliales et fibroblastoides. Des
aberrations structurales des génes du PDGF ou des récepteurs, conduisant a leur
surexpression ou a I'expression de protéines anormales, ont été trouvees dans
différentes tumeurs chez I'humain. La stimulation autocrine par le PDGF des
cellules tumorales serait d'ailleurs une étape limitante de la genése de certains
types de cancers, comme les gliomes et les sarcomes. La sécrétion de PDGF par
les tumeurs permet de plus la formation de tissu stromal et participe a 'angiogénese

par un mécanisme paracrine (56,57,77).

Transformation cellulaire par le PDGFRB

L'action transformante du PDGF-BB et du PDGFRB sur un modéle de
transformation cellulaire, les fibroblastes NIH 3T3, est bien caractérisée. La

surexpression du géne du PDGF-B ou la stimulation exogéne par le PDGF-BB
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induisent la transformation cellulaire des NIH 3T3. Au contraire, le PDGF-AA ne
peut induire la transformation de ces cellules, suggérant que I'homodimere
PDGFRa ne puisse activer les signaux de transformation cellulaire (78). Mais
comme le PDGF-BB active a la fois le PDGFRa et le PDGFRP et que les NIH 3T3
expriment les deux récepteurs, il importait de différentier I'apport relatif des deux
récepteurs dans la transformation induite par le PDGF-BB. Ceci a été permis par la
création de lignées NIH 3T3 dans lesquelles la signalisation du PDGFRa a été
inhibée par la surexpression d'un dominant négatif ou par [utilisation
d'oligonucléotides antisens. A l'aide de ces cellules, il a ét¢ montré que la
stimulation du PDGFRP est suffisante pour induire la transformation cellulaire des
NIH 3T3. De plus, il a été montré que l'activation du PDGFRa joue un role
antagoniste sur cette transformation. En effet, les modifications phénotypiques
associées a la transformation cellulaire par le PDGF-BB sont amplifiées lorsque la
signalisation du PDGFRa est empéchée (73). Lorsque que ces résultats sont mis en
paralléle avec les observations faites sur les tumeurs chez I’humain, ils supportent
fortement I'importance de la stimulation autocrine du PDGFRp dans le processus
d’oncogénése (56,57).

Le PDGF et autres maladies

En plus de son role dans 'oncogénése, le PDGF est impliqué dans diverses
maladies dans lesquelles un aspect fibrotique est retrouvé. Entre autres, il a été
montré qu'il est impliqué dans le processus inflammatoire et fibroprolifératif qui
caractérise I'athérosclérose. En effet, les macrophages, cellules endothéliaies et
cellules de muscles lisses retrouvés aux sites de lésions athérosclérotiques
présentent une expression accrue du PDGF et de ses récepteurs. |l a été montre
que ces derniers participent & I'épaississement des parois des vaisseaux sanguins.
Une expression accrue du PDGF et de ses récepteurs est aussi observée dans le
processus de cirrhose hépatique. Il a aussi été suggéré que I'hyperactivite du
systtme PDGF soit impliquée dans diverses maladies fibrotiques du poumon,
comme la fibrose puimonaire idiopathique. Enfin, différentes études ont montré que,
dans le rein, hyperactivité du systéme PDGF est impliqué dans la pathogénése de
plusieurs dysfonctions glomérulaires caractérisées par la prolifération des celiules
mésangiales, comme la glomérulonéphrite membranoproliférative et la néphropathie
par IgA (57).
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La phosphatidylinositol-3’-kinase (PI3K)

Introduction

La phosphatidylinositol-3'-kinase (PI3K) est une famille d’enzymes présentes dans
tous les types cellulaires. Ces enzymes catalysent la phosphorylation de la position
D-3 du cycle inositol des phosphatidylinositols membranaires. Ces enzymes ont éte
classifiées selon leur substrat spécifique. Les membres de la classe IA sont activés
en réponse a la stimulation cellulaire par les facteurs de croissance. Leur substrat
in vivo est le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PI(4,5)P2). La PI3K de classe IA
activée converti donc les PI(4,5)P, membranaires en phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate (P1(3,4,5)P5). La PI3K de classe IA est un hétérodimeére composé
d’une sous-unité catalytique p110ca, B ou §, et d’'une sous-unité régulatrice dont le
prototype est p85c. (79). La sous-unité régulatrice posséde plusieurs domaines
d'interaction moléculaire, dont deux domaines SH2, essentiels a I'activation de la
PI3K (79). La sous-unité régulatrice maintient la sous-unité catalytique inactive dans
le cytosol des cellules quiescentes. Lorsque ces cellules sont stimulées par un
facteur de croissance, différents mécanismes conduisent a l'augmentation de
I'activité P13K cellulaire. D'une part, la translocation de la PI3K du cytosol vers la
membrane suffit pour conduire & I'augmentation de la quantité de PI(3,4,5)P;
membranaire. Cette translocation de I'enzyme vers son substrat peut étre permise
par I'association aux RTK via les deux domaines SH2 de la sous-unité régulatrice.
Elle peut aussi étre permise par I'association directe de la sous-unité catalytique aux
petites protéines G isoprénylées, comme Ras. Dautre part, la liaison de
phosphotyrosines par les domaines SH2 de la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K
a pour effet d’augmenter, de fagon allostérique, I'activité de la sous-unité catalytique
p110. L'occupation simultanée des deux domaines SH2 conduit & une plus grande

activation de la PI3K que I'occupation d'un seul domaine (79-81).

L'augmentation de la concentration en PI(3,4,5)P; dans la membrane cellulaire
permet la relocalisation membranaire de protéines de signalisation contenant des
domaines PH reconnaissant ces Pl(3,4,5)Ps. Cette relocalisation de differentes
protéines permet I'activation de diverses voies de signalisation. La PI3K contrble

ainsi des réponses cellulaires a la stimulation par les facteurs de croissance comme
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la migration, la croissance et la survie cellulaire. La sérine/thréonine kinase Akt et sa
kinase dépendante des phosphatidylinositols phosphorylés en D-3, PDK1, font
partie de ces protéines possédant un domaine PH dont I'activité est régulée par la
PI3K. Leur recrutement membranaire, dépendant de I'activation de la PI3K, active la
PDK1 et conduit a la phosphorylation d’Akt sur la T308. Akt est aussi phosphorylée
sur la S473 d'une fagon PI3K dépendante, mais le mécanisme précis de cette
phosphorylation n'est pas encore bien défini (82). La phosphorylation d’Akt sur ces
deux résidus l'active et lui permet de phosphoryler ses difféerents substrats
cellulaires. Parmi ces substrats, les protéines pro-apoptotiques Bad, le facteur de
transcription forkhead et la caspase-9 sont inactives par leur phosphorylation par
Akt (83,84). La voie PI3K/Akt est donc ainsi impliquée dans le controle des signaux
anti-apoptotiques cellulaires. L'activation de la PI3K participe a la régulation de la
croissance cellulaire en conduisant a l'activation de la p70 S6 kinase, augmentant
ainsi le taux de traduction. De plus, elle régule la réorganisation du cytosquelette

d’actine via I'activation de la petite GTPase Rac (79,81).

La PI3K dans les voies du PDGF

La sous-unité régulatrice p85c. de la PI3K de classe IA se lie au PDGFRJ active
(85,86). Les deux domaines SH2 de p85a. s’associent directement au PDGFRP a
deux sites d'autophosphorylation (87). Il a été montré que le domaine SH2
N-terminal (N-SH2) de p85a. lie avec une forte affinité la tyrosine 751 du PDGFRP
alors que le domaine SH2 C-terminal (C-SH2) peut lier avec une forte affinité les
tyrosines 740 et 751 (88). Ces deux tyrosines du PDGFRp, 740 et 751, sont situées
dans le consensus pYxxM de liaison des domaines SH2 de p85a (79). A la suite de
cette interaction, p85a. est phosphorylée sur sa tyrosine 508 (89,90). La fonction
physiologique de cette phosphorylation par le PDGFRB n'est pas connue.
L’'association de p85a au PDGFRp conduit & I'augmentation de l'activite PI3K
cellulaire par deux mécanismes distincts, soit par la translocation de la sous-unité
catalytique p110 a proximité de son substrat membranaire et, aussi, par allostérie,
en engageant la liaison des deux domaines SH2 de p85a avec les deux tyrosines
du PDGFRB (56,58).
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La PI3K est impliquée dans plusieurs réponses des cellules & la stimulation par le
PDGF. Dans les voies du PDGF, la PI3K est impliquée dans la réorganisation du
cytosquelette d’actine nécessaire au processus d'ondulation (« ruffling ») de la
membrane, étape précoce de la migration cellulaire (91-94). Il a été montré que la
réorganisation du cytosquelette d’actine par Rac dans les voies du PDGF necessite
I'activation de la PI3K (79). La PI3K est donc impliquée dans la régulation de ia
migration cellulaire stimuiée par le PDGF. Elie est aussi impliquée dans la régulation
des signaux de survie cellulaire induits par le PDGF via la régulation de l'activité
anti-apoptotique d’Akt. En effet, il a été montré que I'association de la PI3K au
PDGFRP est nécessaire pour permettre la transduction des signaux anti-
apoptotiques du PDGF (95). La PI3K est aussi une composante importante des
signaux de transformation cellulaire par le PDGFRp. En effet, la restitution des
tyrosines 740 et 751 & un mutant du PDGFRB dont des tyrosines du domaine
intracellulaire ont été mutées en phénylalanine lui permet de récupérer sa capacité
a induire la transformation cellulaire, tel que caractérisée par la proliferation
cellulaire indépendante de linteraction avec la matrice extracellulaire (96). De
méme, l'activité PI3K est nécessaire a la transformation cellulaire des NIH 373 par
Ras (97) et par le PDGF-BB (56,98).

SHP-2 : protéine tyrosine phosphatase possédant deux domaines SH2

Introduction

SHP-2 (aussi nommée SH-PTP2, Syp, PTP-1D, PTP-2C et PTP-N11) est un
membre de la sous-famille des protéines tyrosines phosphatases (PTP) qui
possédent deux domaines SH2 en tandem & leur extrémité N-terminale (N-SH2 et
C-SH2). L'expression de cette enzyme cytosolique de 68 kDa est ubiquitaire, alors
que SHP-1, son proche parent, voit son expression restreinte aux cellules de lignée
hématopoiétique. En plus de ces deux domaines SH2 en N-terminal, SHP-2
posséde un domaine catalytique protéine tyrosine phosphatase (PTP) central et une
queue C-terminale (1). De plus en plus d'études supportent le role critique de SHP-2
dans la régulation des voies de signalisation induites par les facteurs de croissance,

les cytokines, la matrice extracellulaire et les antigénes (99).
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Les domaines SH2 de SHP-2 ont tout d’'abord été assignés a une fonction de
relocalisation cellulaire phosphotyrosine-dépendante pour amener SHP-2 a ses
substrats. Par la suite, il est devenu évident que la liaison de phosphotyrosines par
SHP-2 permet la stimulation de son activité catalytique. Par exemple, un
phosphopeptide, tiré de la séquence du PDGFRp et comprenant la tyrosine 1009,
stimule de fagon importante l'activité phosphatase de SHP-2 in vitro (100). La
stimulation de I'activité phosphatase de SHP-2 est davantage amplifiée par la liaison
simultanée de ses deux domaines SH2 & des phosphotyrosines (101,102). En
absence de liaison a des phosphotyrosines, les domaines SH2 de SHP-2 servent
d'inhibiteur de son activité phosphatase. En effet, I'activité phosphatase in vitro d’un
mutant tronqué de SHP-2 n'ayant plus de domaines SH2 est supérieure a celle de
SHP-2 sauvage (103,104). Il a donc été proposé que les domaines SH2 de SHP-2
forment une interaction intramoléculaire qui inhibe I'enzyme en absence de
phosphotyrosines et que cette inhibition est levée lors du recrutement de SHP-2 a
des phosphotyrosines via ses domaines SH2. La cristallographie par rayons X dela
structure de SHP-2 a confirmé que son domaine N-SH2 interagit de fagon
intramoléculaire avec le site catalytique du domaine PTP, en interdisant I'acces.
Uinterface d'interaction du domaine SH2 avec le domaine PTP est opposée a la
poche de liaison des phosphotyrosines. La liaison d’'une phosphotyrosine par le
domaine N-SH2 de SHP-2 conduit par un changement conformationnel de ce
dernier qui permet a libération du site actif du domaine PTP et I'activation de SHP-2
(105). Le recrutement de SHP-2 & son substrat par son domaine N-SH2 est donc
couplé a I'activation de son domaine PTP. Le domaine C-SH2 fonctionnerait
davantage en augmentant la concentration locale de substrats, les présentant ainsi
au domaine N-SH2 (99).

La queue C-terminale de SHP-2 posséde deux sites de phosphorylation sur tyrosine
ainsi qu'un motif riche en proline. SHP-2 est phosphorylée sur tyrosine par le
PDGFRB, 'EGFR et v-Src et cette phosphorylation est en corrélation avec
Iraugmentation de son activité catalytique (106-108). Il a été montré que ces deux
tyrosines, lorsque phosphorylées, sont capables d'interagir avec les deux domaines
SH2, probablement de fagon intramoléculaire, pour activer le domaine PTP de
SHP-2 (109). Il a aussi été montré que la queue C-terminale coopére avec le

domaine N-SH2 pour réprimer le domaine PTP en absence de phosphotyrosines
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(103,110). Cependant, la cristallographie de SHP-2 ayant été effectuée sur une
protéine tronquée de cette extrémité, le mécanisme de cette coopération n'est pas

connu.

SHP-2 interagit directement avec des RTK activés via ses domaines SH2 (99). Ala
suite du recrutement de SHP-2 & une phosphotyrosine d'un RTK, son activité
phosphatase serait dirigée vers d’autres phosphotyrosines du récepteur ou d'une
protéine associée (99). Malgré son activité PTP et contrairement & SHP-1, SHP-2
régule de fagon positive la signalisation de ces récepteurs. Le mécanisme sous-
jacent a ce paradoxe n'est pas connu (111). L'identification des cibles cellulaires de

SHP-2 permetira de mieux comprendre son action.

SHP-2 dans les voies du PDGFRfS

SHP-2 est un substrat du PDGFRp. Elle s'associe aux tyrosines 763 et 1009 du
PDGFRP via ses domaines SH2 et devient conséquemment phosphorylée sur ses
tyrosines 542 et 580 (108,112,113). L’association de SHP-2 au PDGFRp activé
conduit 3 I'augmentation de l'activitt PTP cellulaire, démontrant que le PDGFRf
active SHP-2 (114). Il sembie aussi que le PDGFRP soit un substrat de SHP-2. Ala
suite de I'association de SHP-2 au PDGFRp, les tyrosines 740, 751 et 771 du
PDGFRB sont déphosphorylées in vitro et in vivo (115). Malgré cette
déphosphorylation du PDGFRB, I'activité phosphatase de SHP-2 a un effet positif
sur I'activation de la voie MAPK Erk. Lorsque l'interaction entre le PDGFRf et SHP-
2 est empéchée, I'activation de Ras et de Erk2 est diminuée de fagon significative
(113,114,116). L'effet positif de SHP-2 sur l'activation de Erk par le PDGF est
diminué lorsque la phosphorylation des tyrosines 542 et 580 est empéchee (112). Il
a été montré que la phosphorylation de la tyrosine 542 crée un site de liaison pour
Grb2, permettant de coupler I'activation du récepteur & Ras (117). Toutefois,
limplication de l'activité phosphatase de SHP-2 dans ce mécanisme n'est pas

encore comprise.
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Relation entre la PI3K et SHP-2

Si 'importance de SHP-2 dans la régulation de la voie des MAPK Erk est établie, sa
fonction physiologique semble aussi inclure la régulation d'autres voies de
signalisation, dont les voies de la PI3K. Une lignée cellulaire fréquemment utilisée
pour étudier le role de SHP-2 dans les voies de signalisation découle de souris
homozygotes mutantes dont I'exon 3 du géne de SHP-2 a été enleve. La protéine
qui résulte de cette ablation ne posséde plus de domaine N-SH2. Elle ne peut donc
plus étre relocalisée et, conséquemment, exercer sa fonction. A laide de ces
cellules, il a été montré que SHP-2 est essentielle a I'activation de la PI3K par I''GF-
| et par le PDGF (118,119). Dans ces voies de signalisation, la perte de la fonction
de SHP-2 empéche l'activation d’Akt ainsi que l'inhibition de I'apoptose. II a aussi
été montré que la restitution de la fonctionnalité de SHP-2 augmente I'activation de
la voie PI3K/Akt stimulée par 'EGF et v-Src (119,120). Ces résultats démontrent
donc que SHP-2 participe a la régulation positive des signaux de survie cellulaire
par la voie PI3K/Akt. A I'aide d’un mutant du PDGFRp dont la tyrosine 1009 a été
mutée en phénylalanine, il a été montré que la perte de I'association de SHP-2 et de
sa phosphorylation sur tyrosine par le PDGFRB abolit 'augmentation de l'activité
PTP stimulée par le PDGF (114). Pourtant, ce PDGFRB mutant permet I'activation
de la PI3K a la méme intensité que le PDGFRp dont la tyrosine 1009 est intacte
(121). Ceci suggere donc que le role positif de SHP-2 dans la voie PI3K/Akt activée
par le PDGFRB ne dépend ni de I'interaction de SHP-2 avec le PDGFR} ni de son
activation subséquente. Il a aussi été montré que l'activation des récepteurs de
I'EGF, de I'lL-2, de I'IL-3 et de GM-CSF induit la co-immunoprécipitation de SHP-2
avec la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K (119,122,123). Il semble que cette co-
immunoprécipitation dans les voies de I'lL-3 et du GM-CSF ne soit que partiellement
inhibée par des phosphopeptides correspondant aux deux régions des
phosphotyrosines de la queue C-terminale de SHP-2, démontrant I'existence

d’autres déterminants d'interaction entre les deux protéines (123).
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Objectifs

Il a été démontré qu'APS est impliquée dans plusieurs voies de signalisation
controlant divers processus cellulaires, comme la réorganisation du cytosquelette, la
prolifération, la différenciation et la transformation. L'étude de sa fonction dans les
voies de signalisation du récepteur de I'insuline a confirmé l'importance de son role
de protéine adaptatrice. Le PDGFRB est un RTK dont I'activation induit la
transduction de plusieurs signaux intracellulaires contrélant notamment la
prolifération, la survie, la migration et la transformation celluiaires. Il est impliqué
dans plusieurs processus physiologiqgues normaux, comme la cicatrisation, et
pathologiques, notamment I'oncogénése et I'athérosclérose. En qualité de substrat
du PDGFRB, APS joue probablement un réle important de protéine adaptatrice dans
ces voies de signalisation, mais la documentation scientifique ne fournit que peu
d’'information sur ce sujet. Nous avons donc eu pour objectif la caractérisation du
role d'’APS dans les voies de signalisation du PDGFRf. Dans un premier temps,
nous avons caractérisé davantage |'aspect moléculaire de l'interaction in vivo entre
le PDGFRp avec APS. Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié l'impact de
I'expression d’APS dans les voies de signalisation du PDGFRp, plus précisément au

niveau de la voie de la PI3K.



2. Matériel et méthodes
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Plasmides d’expression eucaryote utilisés

Le plasmide pcDNA3 Myc hAPS 4-632 est un cadeau de Masahiro Yokouchi (3).
Aprés comparaison avec la séquence de APS d'origine humaine répertoriée dans
GenBank (NM_020979), le séquencage de ce plasmide a révélé deux mutations
ponctuelles, D48V et L342P. Une mutagénése dirigée a corrigé chacune de ces
mutations (Tableau I). Deux réactions PCR successives sur la matrice corrigée ont
permis d'ajouter les acides aminés 1 & 3 d’APS, un consensus Kozak et les sites de
restrictions EcoRI/Xho! a chaque extrémité du produit PCR final (PCR #1, S : 5-GA
AAGATCTAATGGTGCCGGCCCT-3', AS : 5-GGCAAGCTTGTAGAAGGAGTACTG
G-3', PCR #2, S: 5-GT GGAATTCACGATGAATGGTGCCG-3', AS : 5-CCCAGAT
CTCGAGTAGAAGGAG-3). Le produit PCR final a été cloné dans le plasmide
d'expression pcDNA4-Myc/His B (Invitrogen) dans les sites de restriction
EcoRl/Xhol. Le plasmide pcDNA4 Myc/His APS 1-632 wt ainsi obtenu a été utilisé
pour la réalisation des mutants ponctuels par mutagénése dirigée (Tableau Il). Le
plasmide pUSE PDGFRp wt a été acheté chez Upstate. Le plasmide pUSE Amp
PDGFRP Y763F a été obtenu par mutagénése dirigée (Tableau ). Le piasmide
pcDNA3 Flag p85c. a été obtenu par sous-clonage EcoRl/Xbal de pME hp85a
(cadeau généreux de Tohru Tezuka, Tokyo) vers pcDNA3 Flag type A. Les
plasmides pcDNA3 Flag APS 1-632 wt et W483H ont été obtenus par sous-clonage
EcoRl/Xhol de pcDNA4 Myc/His APS 1-632 wt et W483H, respectivement, vers
pcDNA3 Flag type A. Le plasmide pcDNA3 Flag type A (cadeau généreux de
Nahum Sonenberg, Montréal) est constitué de I'épitope Flag inséré dans le site
Hindlll de pcDNA3 neo (Invitrogen). La séquence de tous les plasmides
d’'expression a été vérifiée par séquengage automatisé. Les séquengages ont éte
effectués par la Plate-forme Séquengage du Centre d'innovation McGill et Genome

Quebec, a Montréal.
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Mutagénése dirigée

Les différents mutants utilisés ont été générés par I'ensemble QuickChange® Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene). Les modifications suivantes ont été portées aux
recommandations du fabricant: la DNA polymérase Pfu Ultra High Fidelity
(Stratagene) a été utilisée, I'étape d’hybridation des amorces a été omise et 5% de
DMSO ont été ajoutés a la réaction de mutagénése. Briévement, la mutagénese
s'effectue comme suit. Des amorces complémentaires (Tableaux | et II) contenant
la mutation a insérer sont synthétisées en respectant les recommandations du
fabricant. Le plasmide & muter doit étre surenroulé et purifié a partir d'une souche
bactérienne dam’®, de sorte qu'il soit méthylé aux sites de restriction Dpnl. A la suite
de la dénaturation de la matrice et des amorces a 95°C, 'hybridation des amorces
au plasmide et leur élongation sont effectuées simultanément a 68°C pour une
durée de 1 minute par mille paires de bases de plasmide. L'élongation permet de
synthétiser les deux brins d’un plasmide non-méthylé contenant maintenant la
mutation désirée. Aprés 12 a 18 cycles, la matrice originale méthylée est digérée
par I'enzyme de restriction Dpnl (5-Gm°ATC-3') et le plasmide mutant est
transformé dans la souche d’E. coli DH5-a. La confirmation de I'ajout des mutations

voulues et de 'absence de mutations fortuites a été obtenue par sequencage.

Tableaul Amorces complémentaires utilisées pour la correction des
mutations D48V et L342P d’APS par mutagénése dirigée

Les acides aminés mutants ont été restitués par mutagénése dirigée
avec I'ensemble QuickChange®  Site-Directed  Mutagenesis
(Stratagene). La séquence des amorces sens (S) et antisens (AS)
complémentaires utilisées pour la correction de chacune de ces
mutations est donnée.

Correction Séquence des amorces (5'—3’)

APS S: CGTTTCCTGCGGGACAACCCAGCTTACGAC
D48 AS: GTCGTAAGCTGGGTTGTCCCGCAGGAAACG
APS S: CTGCTGCAGTCGACCTGCCCCGCCCC

L342 AS: GGGGCGGGGCAGGTCGACTGCATCAG




Tableau ll
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Amorces complémentaires utilisées pour la production des
mutants d’APS et du PDGFRP par mutagénése dirigée

Les mutations ponctuelles indiquées ont été obtenues par mutagénese
dirigée avec I'ensemble QuickChange® Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene). La séquence des amorces sens (S) et antisens (AS)
complémentaires utilisées pour la production de chacune de ces
mutations est donnée.

Mutant Séquence des amorces (5'—3')
APS S: GGACAACCCAGCTTTCGACACGCCCGAC
Y52F AS: GTCGGGCGTGTCGAAAGCTGGGTTGTCC
APS S: CAAGGCGGCGTCCTTCGGCCACTCGCG
Y112F AS: CGCGAGTGGCCGAAGGACGCCGCCTTG
APS S: GTAGAGAATGGAGCCGAGTTCATCTTGGAGACCATCG
Y284F AS: CGATGGTCTCCAAGATGAACTCGGCTCCATTCTCTAC
APS S: GGAGCTATCCGACTTCCCATGGTTCCACG
Y415F AS: CGTGGAACCATGGGAAGTCGGATAGCTCC
APS S: CGGCCTGGGGAGTTCGTGCTGACCTTC
Y454F AS: GAAGGTCAGCACGAACTCCCCAGGCCG
APS S: GACATCACCCTTCGAAGCTTTGTGCGGGCCCAG
Y514F AS: CTGGGCCCGCACAAAGCTTCGAAGGGTGATGTC
APS S: CGACTCGCCCGGGCAGCACTTCTTCTCCAGCCTC
Y546F AS: GAGGCTGGAGAAGAAGTGCTGCCCGGGCGAGTCG
APS S: CCGTGGAGAACCAGTTCTCCTTCTACTCGAGTC
Y629F AS: GACTCGAGTAGAAGGAGAACTGGTTCTCCACGG
APS S: GAACCAGTACTCCTTCTTCTCGAGTCTAGAGGG
Y632F AS: CCCTCTAGACTCGAGAAGAAGGAGTACTGGTTC
APS R445K | S: CACGGCCTCTTCGTGATCAAGCAAAGTGAGACTCGGC
(SH2 ko) | AS: GCCGAGTCTCACTTTGCTTGATCACGAAGAGGCCGTG
APS S: GTGTCACGTACAGCATCTGCACTTCCAGTCTGTGCTTGACATG
W483H AS: CATGTCAAGCACAGACTGGAAGTGCAGATGCTGTACGTGACAC
PDGFRp S: GAAAGGAGACGTCAAATTTGCAGACATCGAGTCCTCC
Y763F AS: GGAGGACTCGATGTCTGCAAATTTGACGTCTCCTTTC
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Obtention d’un anticorps polyclonal de lapin anti-APS

L'’ensemble de purification par affinité de protéines étiquetées par six histidines
(6xHis) QIAexpressionist (QIAGEN) a été utilisé pour la production de I'antigene
6xHis-APS 402-632. Le fragment d’APS obtenu par la restriction BamHl/Xhol de
pcDNA4 Myc/His APS 1-632 wt a été sous-cloné dans le vecteur d'expression
bactérienne pQE 31 digéré par BamHI|/Sall. Le respect du cadre de lecture entre
APS et les six histidines ainsi que lintégrité de linsert ont été verifies par
séquencgage. L'expression de la protéine de fusion 6xHis-APS 402-632 a été induite
pendant 4 heures & 37°C par 1 mM IPTG sur 1,5 L de culture de E. coli, en phase
logarithmique de croissance. Les bactéries ont été récupérées par centrifugation.
Les étapes de lyse et de purification par affinité sur matrice d’agarose Ni-NTA
(QIAGEN) ont été effectuées dans des conditions dénaturantes (8 M d’urée) selon
les indications du guide QIAexpressionist. L'antigéne ainsi obtenu a été dialysé
contre 2 M urée/PBS durant 16 heures puis une deuxiéme fois pendant 6 heures.
Aprés dosage de la concentration protéique du dialysat par la méthode de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad), la concentration de I'antigéne a été ajustée a 200
pg/mL. Un volume de 500 plL a été utilisé pour chacune des injections de deux
lapins, identifiés 17 et 18, durant la durée de I''mmunisation. Un protocole standard
d'immunisation de lapin (Figure 5) a été utilisé aprés approbation du comité
institutionnel de bonnes pratiques animales en recherche du centre de recherche de
I'hépital Sainte-Justine. A chacun des prélévements sanguins (BO & B6), le sérum a
été récupéré. Un aliquot de sérum a été ajusté a 50% de glycérol et conservé a
-20°C pour utilisation. La nomenclature identifiant les sérums utilise le numero du
lapin suivi du numéro de prélévement. Par exemple, le sérum 17B6 provient du

prélévement 6 du lapin 17.

Culture cellulaire

Les cellules B humaines BJAB ont été maintenues dans un milieu de culture
RPMI 1640 auquel on a ajouté 10% de FBS, 50 pg/mL de gentamicine, 0,1 M de
HEPES et 1 mM de pyruvate de sodium. Les fibroblastes humains 293.T ont été
maintenus dans un milieu DMEM auquel on a ajouté 10% de FBS et 50 ug/mlL de

gentamicine. Les cellules ont été cultivées a 37 °C avec 5% de CO..
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de Tamigéne Lo | | U

| 1 | 1 | | { ] | L1 - |
| ) 1 L] 1 ] 1 | | | | | 1
Jour 0 21 31 42 52 70 80 98 108 126 136 154 164
Préléevement Bo B1 B2 B3 B4 BS B6
sanguin 10 mL 10mL 10mL 10 mL 10 mL 10 mL 125 mL
Exsanguination
Euthanasie

Figure 5 Protocole d'immunisation de lapin

Protocole d’'immunisation de lapin utilisé pour la production des sérums
anti-APS sur deux lapins, identifiés 17 et 18. Les injections de 100 ug
d'antigéne 6xHis-APS 402-632 par lapin ainsi que les prélevements
sanguins ont été effectués aux jours indiqués.

Transfections transitoires et stimulation par le PDGF-BB des 293.T

Les transfections transitoires des cellules 293.T ont été effectuées par la méthode
de précipitation calcium-phosphate. Pour ce faire, les cellules ont été passées a
20% de confluence la veille. Dans I'aprés-midi, 0,9 volume de milieu de culture frais
a été donné et les cellules ont été replacées dans I'incubateur pendant 2 a 4 heures
(pétris 100 mm, 1 volume = 10 mL, pétris 60 mm, 1 vol = 3 mL, plaque six puits,
1vol = 2 mL). A la fin de cette période, le précipité de calcium-phosphate (0,1
volume) a été ajouté sur les cellules, goutte-a-goutte et avec une agitation legére.
Brievement, le précipité a été obtenu par I'ajout, goutte-a-goutte et sous vortex
léger, de 0,05 volume de HeBS 2X a 0,05 volume contenant 250 mM CaCl; et 'ADN
a transfecter. Pour les pétris de 100 mm, de 400 a 800 ng de pcDNA4 Myc/His APS
1-632, 400 ng de pcDNA3 Flag APS 1-632, de 200 a 800 ng de pUSE Amp
PDGFRp et 2000 ng de pcDNA3 Flag p85c, complété a 4 ug d’ADN total par
pcDNA3 neo, ont été utilisés. Les plasmides ont été préparés en utilisant 'ensemble

GenElute High Performance Plasmid (Sigma). Pour les transfections dans les pétris
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de 60 mm ou dans les plagues de six puits, le ratio masse d’ADN : surface de
culture a été conservé. Les cellules auxquelles le précipité a été ajouté ont été
replacées dans I'incubateur pour la nuit. Le lendemain matin, le milieu de culture a
été changé pour un volume de milieu frais. Lorsque les cellules ont atteint 70 a 90 %
de confluence, elles ont été soit lysées ou privées en sérum en préparation d'une
stimulation. Pour la privation, elles ont été rincées avec un volume de PBS 1X puis
un demi-volume de DMEM/0,1% BSA a été ajouté. Elles ont été retournées a
l'incubateur pendant 2 heures. La stimulation par 30 ng/mL de PDGF-BB pendant
10 minutes a été déclenchée par I'ajout direct du volume approprié de PDGF-BB 10
ng/uL dans les pétris incubés a 37°C. A la fin de la période de stimulation, le milieu

de culture a été aspiré et les cellules ont été lysées dans les pétris placés sur glace.

Préparation des extraits cellulaires totaux et immunoprécipitations

Pour la préparation des extraits celiulaires totaux (ECT) a partir de 293.T, le tampon
de lyse utilisé a été le HNMETG (50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1,5 mM
MgCl,, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 10% glycérol, 50 mM NaF) auquel des
inhibiteurs de protéases (1 mM PMSF, 5 ng/mL aprotinine, 5 pg/mbL leupeptine) et
de protéines tyrosines phosphatases (1 mM orthovanadate de sodium) ont été
ajoutés. Lorsqu'indiqué, 5 uM de l'inhibiteur des PTK de la famille Src, le PP2, a
aussi été ajouté. La ou d'autres tampons de lyse ont été utilisés, leur identité est
indiquée. Le tampon de lyse TNE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% NP-40, 10 mM NaF) auquel les inhibiteurs de protéases et de protéines
tyrosines phosphatases ont été ajoutés a aussi été utilisé. Les cellules BJAB ont été
lysées dans du tampon de lyse « cellule B » (10 mM Tris-HCI pH7,4, 50 mM NaCl, 5
mM EDTA, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,1% désoxycholate de sodium, 50 mM NaF)
auquel les inhibiteurs de protéases et de protéines tyrosines phosphatases ont été
ajoutés. Tous les lysats celiulaires ont été solubilisés sur appareil rotatif a 4°C
pendant 10 minutes. La fraction soluble a été obtenue aprés centrifugation a vitesse
maximale pendant 10 minutes. La concentration des protéines de ces ECT a été
évaluée par la méthode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad) contre un
étalon de BSA.
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De ces ECT, 25 pg de protéines ont pu étre analysées directement par
immunobuvardage Western. Des immunoprécipitations (IP) ont aussi été effectuées
a partir de ces ECT. Les IP anti-APS endogéne effectuées sur les ECT de BJAB ont
été effectuées sur 1,5 mg de protéines totales incubées 16 heures avec 20 pL
d’anticorps anti-APS C-20 (Santa Cruz, # cat. sc-7223) et 30 pL de suspension
d’agarose-protéine G (invitrogen) ou avec 2 pulL de sérum 17B0 ou 17B6 et 40 pulL de
suspension d’agarose-protéine A (Santa Cruz). Les IP surles ECT de 293.T ont éteé
faites comme suit. Les IP anti-APS ont été effectuées en incubant de 500 pg a8 1 mg
de protéines totales avec 0,75 uL de sérum 17B6 et 40 pL d’agarose-protéine A
pendant 90 minutes, a moins d'indication contraire. Les IP anti-Myc ont été
effectuées sur 500 ug a 1 mg de protéines totales incubées pendant 16 heures, a
moins d’indication contraire, avec 1 uL d’anticorps monoclonal anti-Myc 9E10 et
40 pL. d'agarose-protéine A. Le volume d’agarose protéine A a préalablement été
incubé pendant 2 heures avec 1 uL d'anticorps de lapin anti-souris puis lavé deux
fois. Les IP anti-Flag ont été effectuées sur 1 mg, & moins d’indication contraire, de
protéines totales incubées avec 1,25 ug d’anticorps monoclonal M2 (Sigma) et
40 uL. d'agarose-protéine A pendant 90 minutes. Les IP anti-SHP-2 ont été
effectuées sur 750 ug de protéines totales incubées avec 2 pg d'anticorps
polyclonal C-18 (Santa Cruz) et 40 uL d’agarose-protéine A pendant 16 heures.
Toutes les IP ont été lavées quatre fois dans le tampon de lyse auquel 1 mM
d’orthovanadate de sodium a été ajouté. Les protéines immunoprécipitées ont été
éluées des billes dans 20 pL de SDS-SB 2X.

Analyse des ECT et des IP par immunobuvardage Western

Les protéines des ECT et des IP ont éié séparées par SDS-PAGE 7,5%. Les
protéines ainsi séparées ont été électrotransférées sur membrane de PVDF
(Immobilon-P, Millipore) a 100 V pendant 60 minutes. Les immunobuvardages (IB)
ont été effectués comme suit dans le tampon de lavage PBS-T 1X et dans le
tampon de blocage 1% BSA/PBS-T 1X. Aprés I'électrotransfert, les sites de liaisons
non-spécifiques de la membrane ont été ‘bloqués par une incubation de 1 heure
dans le tampon de blocage. Par la suite, la membrane a été incubée 16 heures a

4°C avec une dilution de l'anticorps primaire dans le tampon de blocage. Les
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anticorps primaires utilisés ont été ['anti-APS C-20, l'anti-Myc SE10, l'anti-
phosphotyrosine (pY) 4G10, I'anti-pY PY-20 (Transduction Laboratories), I'anti-
PDGFRp (Upstate), l'anti-Flag M2 (Sigma), l'anti-p85a (Upstate), I'anti-Gab2
(Upstate) et I'anti-SHP-2 C-18 (Santa Cruz). Le 4G10 a été utilisé pour tous les IB
o-pY, a moins d’indication contraire. La membrane a ensuite été lavée une fois 15
minutes et trois fois 5 minutes dans le tampon de lavage. Par la suite, elle a été
incubée pendant 1 heure a la température de la piece avec une dilution de
I'anticorps secondaire couplé a la HRP dans le tampon de blocage. Pour I'anticorps
C-20, un anti-chévre-HRP a été utilisé. Pour les anticorps 9E10, 4G10, PY-20 et
M2, un anti-souris-HRP a été utilisé. Pour les anticorps anti-Gab2, anti-PDGFR,
anti-p85c et pour le C-18, la protéine A-HRP a été utilisée. A la fin de cette
incubation, les lavages de la membrane d’'une fois 15 minutes et de trois fois 5
minutes ont été répétés. La révélation de la membrane a été effectuée par
chimiluminescence (Western Lightning® Western Blot Chemiluminescence Reagent

Plus, Perkin Elmer) a I'aide de films photosensibles (X-Omat, Kodak).

Afin de pouvoir effectuer des immunobuvardages successifs sur les mémes
membranes, elles ont été traitées dans un tampon de décapage (62,5 mM Tris
pH6,8, 2% SDS, 100 mM B-mercaptoéthanol) afin d’enlever les anticorps de
l'immunobuvardage précédent. Pour ce faire, la membrane est incubée dans un four
a hybridation, immergée dans le tampon de décapage sans -mercaptoéthanol.
Lorsque la température de 50°C est atteinte, le B-mercaptoéthanol est ajouté et
l'incubation est continuée pendant 30 minutes. La membrane est par la suite lavée
quatre fois 10 minutes dans un grand volume d’eau, puis deux fois 5 minutes dans
du PBS-T 1X. La membrane est alors préte pour initier le prochain
immunobuvardage par le blocage des sites non-spécifiques. Alternativement, la
membrane peut étre conservée dans du PBS-T 1X/0,02% NaNj; a 4°C jusqu'a

utilisation ultérieure.
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GST-SH2 pull down

Le lysat “Myc-APS" a été préparé comme suit. Les 293.T ont été transfectées dans
12 pétris de 100 mm avec 20 pg de pcDNA3 Myc hAPS 4-632. Lorsque les cellules
ont atteint 95% de confluence, elles ont été traitées 30 minutes avec 200 nM de
pervanadate puis récupérées par centrifugation. Les cellules ont été lysées dans le
tampon RIPA modifié par Schlaepfer (124) supplémenté avec le cocktail d’inhibiteur
de protéase Complete 1X (Roche) et par 1 mM d’orthovanadate de sodium. Aprés
deux traitements aux ultrasons de 30 secondes et I'obtention de la fraction soluble
par centrifugation, la concentration des protéines totales a été déterminée par la
méthode de Bradford.

Les bactéries contenant les plasmides d'expression de protéines de fusion GST
avec les domaines SH2 de diverses protéines de signalisation ont été incubées, en
préculture, pendant 16 heures a 37°C. Afin d'obtenir une culture en phase
logarithmique, 1 mL de préculture a été combiné a 2 mL de LBA frais et incubé
1 heure & 37°C. L'expression des protéines de fusion a été induite par 1 mM IPTG
pendant 2 heures & 37°C. Les bactéries ont été récupérées par centrifugation. Le
culot a été resuspendu dans 1 mL de PBS puis traité aux ultrasons sur glace
pendant 15 secondes. Du Triton X-100/PBS a été ajouté jusqu’'a concentration
finale de 0,1% Triton X-100. Aprés solubilisation des extraits sur 'appareil rotatif, la
fraction soluble a été récupérée par centrifugation. De fagon a lier les protéines de
fusion GST-SH2 a des billes, un volume de 0,9 mL de fraction soluble a été incubé
30 minutes a 4°C avec 30 pL de sépharose-giutathion. Les billes ont été lavées
quatre fois dans le tampon de lyse RIPA modifié par Schlaepfer. Elies ont par la
suite été incubées avec 1 mg de lysat "Myc-APS" pendant 90 minutes a 4°C. Aprés
trois lavages dans le tampon de lyse, les billes ont été éluées dans 40 pL de SDS-
SB 1X. Aprés dénaturation, 10 uL ont été séparés par SDS-PAGE 9% et analysés
par immunobuvardage Western anti-Myc avec I'anticorps monoclonal 9E10. Pour
évaluer le chargement équivalent en protéine de fusion, 20 pL ont été séparés par

SDS-PAGE 7,5%. Le gel a été coloré au bleu de Coomassie.



3. Description et analyse des résultats
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L'’utilisation du sérum 17B6 pour les immunoprécipitations d’APS est valide

Lors de Tlinitiation de ce projet de recherche, les deux anticorps anti-APS
disponibles sur le marché, chez Santa Cruz, présentaient des limitations pour leur
application en immunoprécipitation. Le premier anticorps en question, le V-19, ne
peut étre utilisé en immunoprécipitation. Le deuxiéme anticorps, le C-20, nécessite
un volume important, soit 20 uL, pour obtenir une immunoprécipitation d’APS
endogene a partir de la lignée de cellules B humaines BJAB. Dans le but de palier
a ces limitations, 'immunisation de deux lapins, identifiés 17 et 18, avec I'antigéne
6xHis-APS 402-632 a été faite pour obtenir un anticorps polyclonal anti-APS
(Figure 5). La nomenclature choisie pour identifier les sérums utilise le numéro de
lapin, 17 ou 18, suivi du numéro de prélévement, BO a B6. Des études préliminaires
comparatives effectuées sur les sérums 17B2 et 18B2 ont révélé que I'anticorps

provenant du lapin 17 présentait un meilleur rendement d'immunoprécipitation.

A la fin du protocole d'immunisation, différentes expériences de validation du sérum
17B6 ont été effectuées. Tout d’abord, sa capacité a immunoprécipiter APS
endogéne a été vérifiee. Des immunoprécipitations anti-APS endogéne sur un
extrait de celiules BJAB ont été effectuées avec le sérum 17B6 et I'anticorps
commercial C-20, contre un controle négatif avec le sérum préimmun 1780
(Figure 6A). L'immunobuvardage Western anti-APS sur ces immunoprécipitations
démontre que Il'anticorps C-20 et que le sérum 17B6 immunoprécipitent
majoritairement la méme protéine, dont le poids moléculaire correspond a celui
attendu pour APS, soit environ 85 kDa. L’anticorps commercial C-20 utilisé pour
l'immunobuvardage confirme aussi que la protéine immunoprécipitée est APS. Ceci
démontre que I'anticorps polycional obtenu, le sérum 17B6, immunoprécipite APS
endogene. L'identité des bandes observées a un poids moléculaire plus faible est
inconnue. L’'anticorps anti-APS C-20 n’a pas de réaction croisée avec les autres
membres de la famille d’APS connus, Lnk et SH2-B. La similarité apparente de
protéines non-spécifiques reconnues par le sérum 17B6 et l'anticorps C-20
s’explique par la similarité d’antigéne utilisé pour la production de ces anticorps
polyclonaux. En effet, la portion C-terminale de la forme humaine d’APS a servi

d’antigéne lors de 'immunisation dans les deux cas. Il est donc plausible que le
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sérum 1786 et I'anticorps C-20 reconnaissent plus ou moins les mémes épitopes a
la fois sur APS et sur les protéines immunoprécipitées de fagon croisée, qu'elles

soient des membres non-identifiés de la famille d’APS ou non.

Par la suite, I'utilisation du sérum 17B6 pour I'immunoprécipitation de Myc-APS en
transfections transitoires a été validée (Figure 6B). Pour ce faire, des
immunoprécipitations a I'aide de I'anticorps anti-Myc 9E10 ou des sérums 17B0 et
17B6 ont été effectuées sur les extraits de cellules 293.T transfectées en blanc ou
avec pcDNA4-Myc/His APS wt. L'immunoprécipitation anti-Myc ainsi que les
immunobuvardages anti-Myc et anti-APS avec I'anticorps C-20 confirment que la
protéine immunoprécipitée par le sérum 17B6 est Myc-APS. Myc-APS n'est pas
immunoprécipitée par le sérum préimmun 17B0. L'immunoprécipitation d’APS par le
sérum 17B6 est spécifique a la transfection de Myc-APS. Cette derniére observation
appuie I'absence d’expression endogene d'APS dans les celiuies 293.T. Ensemble,
les résultats des figures 6A et 6B démontrent que le sérum 17B6 immunoprécipite
APS, validant son utilisation.

De plus, le sérum 17B6 permet I'immunoprécipitation de Myc-APS en 90 minutes
(Figure 6C). L’'anticorps anti-Myc n’immunoprécipite pas Myc-APS avec un bon
rendement dans ces conditions. Comme une immunoprécipitation effectuée en 90
minutes a moins de probabilité de produire un artéfact via les activités enzymatiques
présentes dans l'extrait cellulaire, comme les PTK, qu'une immunoprécipitation de
16 heures, le sérum 17B6 sera toujours utilisé pour les immunoprécipitations anti-
APS sur les lysats de 293.T transfectées, a moins d'indication contraire.
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L'utilisation du sérum 17B6 pour I'immunoprécipitation d'APS est
valide.

Les immunoprécipitations (IP) anti-APS ont été effectuées avec les
anticorps anti-APS C-20 et anti-Myc 9E10 ainsi qu'avec les sérums
17B0 et 17B6, comme indiqué. Les protéines immunoprécipitées ont
été séparées par SDS-PAGE et analysées par immunobuvardages
Western (IB) avec les anticorps indiqués. A, Le sérum 17B6
immunoprécipite APS endogéne a partir d'un extrait de cellules BJAB.
L’emplacement des marqueurs de poids moléculaire (trait, en kDa) et
d’APS (fleche) est indiqué. B, Le sérum 17B6 immunoprécipite Myc-
APS. Des cellules 293.T ont été transfectées en blanc ou avec
pcDNA4-Myc/His APS wt. Aprés la préparation des extraits cellulaires
totaux, les immunoprécipitations indiquées ont été effectuées par une
incubation de 16 heures. C, Le sérum 17B6 permet
'immunoprécipitation de Myc-APS en 90 minutes d’incubation. Des
293.T ont été transfectées avec pcDNA4-Myc/His APS wt et les
immunoprécipitations ont été effectuées par une incubation de 90
minutes.



Myc-APS est un substrat du PDGFRS

Tout d'abord, la confirmation qu’APS est un substrat du PDGFRf a été obtenue.
Les événements de phosphorylation sur tyrosine dans les extraits cellulaires totaux
de 293.T stimuiées ou non par le PDGF-BB et transfectées ou non avec le PDGFRp
ont été étudiés (Figure 7A). En absence d’'expression exogéne du PDGFR},
aucune autophosphorylation de récepteurs endogénes ni de phosphorylation sur
tyrosine de protéines n'est détectée a la suite de la stimulation des cellules par le
PDGF-BB. Comme le PDGF-BB lie et active tous les diméres de PDGFR
(Figure 3), cette observation suggere que les 293.T n'expriment ni le PDGFRa ni le
PDGFRp de fagon endogéne. Lorsque le PDGFRp est exprimé de fagon exogéne,
la stimulation des cellules par le PDGF-BB conduit a I'autophosphorylation du
PDGFR ainsi qu'a la phosphorylation sur tyrosine d'une autre protéine. De plus,
l'immunobuvardage anti-Myc démontre que Myc-APS subit une diminution de sa
mobilité électrophorétique & la suite de l'activation du PDGFRP exogéne. La
détection de changements de poids moléculaires apparents & la suite d'une
stimulation est caractéristique de modifications post-traductionnelles comme la
phosphorylation. L’absence de ces changements de migration de Myc-APS lorsque
les celluies n'ont pas été transfectées par le PDGFRpB soutient I'absence
d’expression de PDGFR endogéne dans les 293.T. La bande de Myc-APS dont le
poids moléculaire apparent est supérieur co-localise avec la protéine dont la
phosphorylation sur tyrosine est détectée, suggérant que Myc-APS soit
phosphorylée sur tyrosine.

Dans le but de confirmer la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS par le
PDGFRp, une immunoprécipitation anti-APS a été effectuée sur une deuxiéme
transfection indépendante (Figure 7B). Les immunobuvardages sur cette
immunoprécipitation montrent I'absence de phosphorylation sur tyrosine de Myc-
APS lorsque le PDGFRp n'a pas été transfecté. L'activation du PDGFRB exogéne
conduit a la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS et a I'augmentation de son
poids moléculaire apparent. Les immunobuvardages sur les extraits cellulaires
totaux confirment I'absence de PDGFR endogéne dans les 293.T ainsi que
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I'expression et l'activation du PDGFRB exogéne. Le PDGFRB mature et son
précurseur de 160 kDa sont détectés. De plus, une diminution du signal du
PDGFRp mature a la suite de la stimulation par le PDGF-BB est observable. Cette
diminution peut s’expliquer par la dégradation ligand-dépendante du PDGFRp (68-
70). 1l est aussi possible que I'anticorps utilisé (Upstate) soit phosphosensible. En
effet, il a été obtenu d’'une immunisation de lapin avec un court peptide constitué
des acides aminés 1013 a 1025 du PDGFRP humain, peptide contenant un site
d’autophosphorylation caractérisé, la tyrosine 1021 (57). Il est important de noter la
différence d'intensité entre le signal d’autophosphorylation du PDGFR et ie signal
du PDGFR{ total aprés la stimulation des cellules par le PDGF-BB. La différence
d'intensité de signal montre que I'anticorps anti-PDGFRf total ne posséde pas la
sensibilité nécessaire pour détecter de faibles quantité de PDGFRP qui, pourtant,

seraient détectables par un immunobuvardage anti-phosphotyrosine.

Mis ensemble, ces résultats confirment qu'APS est un substrat du PDGFRp. De
plus, ils démontrent I'absence d’expression du PDGFRa ou du PDGFRp de fagon
endogéne dans les 293.T. Ce modele d'étude permet donc d'étudier la fonction
d’APS dans les voies de signalisation du PDGFR}.



46

A PDGFRB - - + + B PDGFRB - - + +

Myc-APS + + + + Myc-APS + + + +

PDGF-BB 30 ng/mL 10" - + - + PDGF-BB30ng/mL10' - + - +
IB a-pY #® .—PDGFRS IB a-pY -

B e Myvc- IB o-Myc g
8 |- Myc-APS pY ooa"
| . re—Myc-APS pY
1B o-Myc | gy e 5 908 [~ IVCADS IP «-APS
ECT IB a-pY =
IB a-PDGFRp - e
“ -k
ECT

Figure7  Myc-APS est un substrat du PDGFR.

Des cellules 293.T ont été transfectées avec pUSE PDGFRf wt et
pcDNA4 Myc/His APS wt comme indiqué. Aprés privation en sérum, les
cellules ont été stimulées ou non par 30 ng/mL de PDGF-BB pendant
10 minutes puis lysées sur glace dans du tampon TNE. Les extraits
cellulaires totaux (ECT) et les immunoprécipitations (IP) ont été
analysés par immunobuvardage Western (IB) avec les anticorps
indiqués. A, La stimulation des 293.T par le PDGF-BB nécessite la
transfection de PDGFRp exogéne pour détecter I'autophosphorylation
du récepteur et la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS. La
position du PDGFRp, de Myc-APS et de Myc-APS phosphorylée sur
tyrosine (pY) est indiquée (fleches). B, La phosphorylation sur tyrosine
de Myc-APS par le PDGFRB a été confirmée par une
immunoprécipitation d’APS a partir d’'une transfection indépendante
(n=2).
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En outre, une observation supplémentaire peut étre faite. Pour un niveau
d’expression comparable dans les ECT, la quantité de Myc-APS immunoprécipitée
a partir de cellules stimulées par le PDGF-BB est comparativement plus faible que
celle immunoprécipitée a partir des cellules non-stimulées (Figure 7B). Dans le but
d’éliminer la possibilité d’'un artéfact da a l'utilisation du sérum 17B6, les anticorps
anti-Myc 9E10 et 17B6 ont été comparés (Figure 8). La diminution
d'immunoprécipitation d’APS & partir d’extraits cellulaires totaux stimulés par le
PDGF-BB ne varie pas avec les anticorps comparés. En effet, alors que le niveau
d’'expression de Myc-APS dans les ECT ne varie pas avec la stimulation par le
PDGF-BB, I'immunoprécipitation avec les anticorps 9E10 et 17B6 produisent tous
deux une diminution du signal de Myc-APS immunoprécipitée a partir des cellules
stimulées. Il est notable que la durée d’exposition d'une méme immunoprécipitation
produit, sans que le signal ne soit saturé et aprés numérisation du film, des
diminutions d'IP qui semblent différentes pour un méme immunobuvardage. Cet
effet de diminution sera donc plus ou moins visible en fonction de lintensité du
signal et de la durée de I'exposition. Il est possible que l'effet de diminution
d'immunoprécipitation soit da a I'événement de phosphorylation sur tyrosine comme
tel. En effet, il a été montré qu’APS est un oligomére in vivo, mais la structure de cet
oligomeére est inconnue (13,55). Il est probable que la phosphorylation sur tyrosine
d’APS influence sa structure tertiaire et quaternaire. Les anticorps a-Myc et 17B6
reconnaissent tous deux la portion C-terminale de Myc-APS. Il est possible que les
changements sur la structure tertiaire et quaternaire de Myc-APS a la suite de sa
phosphorylation sur tyrosine rendent les épitopes situés en C-terminal moins
disponibles, diminuant le rendement d'immunoprécipitation. Aussi, les changements
de mobilité électrophorétique de Myc-APS a la suite de la stimulation du PDGFRp a
pour effet de diluer le signal sur une plus grande surface, ce qui est d'ailleurs
observable dans I'lP avec I'anticorps anti-Myc 9E10. Une combinaison d'un
phénoméne de diminution de la disponibilité des épitopes a la suite d’'un
changement conformationnel dans I'oligomére et d’'une dilution du signal par la
production de plusieurs formes de la protéine ayant des mobilités électrophorétiques
différentes pourrait donc expliquer la diminution d’'immunoprécipitation de Myc-APS
a partir I’'ECT stimulés par le PDGF-BB.
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Figure 8

L'utilisation de I’anticorps anti-Myc 9E10 ou du sérum 17B6 ne
change pas la diminution du rendement d'immunoprécipitation de
Myc-APS a partir de cellules stimulées par le PDGF-BB.

Des cellules 293.T ont été transfectées avec pUSE PDGFRp wt et
pcDNA4-Myc/His APS wt comme indiqué. Aprés privation en sérum,
les cellules ont été stimulées ou non par 30 ng/mL de PDGF-BB
pendant 10 minutes. Deux transfections indépendantes ont été
analysées. Les immunoprécipitations (IP) ont été effectuées par une
incubation de 16 heures avec 'anticorps 9E10 et par une incubation de
90 minutes avec le sérum 17B6. Les extraits cellulaires totaux (ECT) et
les IP ont été analysés par immunobuvardage (IB) Western anti-Myc.
La fléche indique une exposition trois fois plus longue (30 secondes vs
10 secondes) lors de la révélation de I'IB sur I'lP 17B6. Résultat
représentatif de deux expériences indépendantes.
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La tyrosine 763 du PDGFRf recrute Myc-APS in vivo, mais n’est pas

essentielle a la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS

Par une approche d'association d'APS a des phosphopeptides en présence ou non
de compétiteurs, il a été montré qu'APS lie la tyrosine 763 du PDGFRP in vitro (15).
Dans le but de confirmer cette association in vivo et d’en étudier Iimportance
fonctionnelle, le mutant PDGFRP Y763F a été produit par mutagénése dirigée et sa
capacité a s'associer et a conduire a la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS a
été vérifiee (Figure 9). Dans les ECT, l'intensité d’autophosphorylation du PDGFRB
Y763F a la suite de la stimulation par le PDGF-BB est comparable a celle du
PDGFRpB wt, appuyant que la mutation de la tyrosine 763 en phénylalanine ne
modifie pas I'activité tyrosine kinase du récepteur. La présence d'une trainée de ce
signal est caractéristique de la polyubiquitination et de la dégradation par la voie
ubiquitine-protéasome du récepteur a la suite de la liaison de son ligand (69). La
stimulation des cellules par le PDGF-BB augmente la co-immunoprécipitation du
PDGFRp wt avec Myc-APS ainsi que la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS,
confirmant le recrutement de Myc-APS au PDGFRf autophosphorylé et activé
(panneaux du haut). La mutation de la tyrosine 763 en phénylalanine diminue
I'augmentation de la co-immunoprécipitation du PDGFRB avec Myc-APS 2 la suite
de la stimulation des cellules par le PDGF-BB. Cette observation démontre que la
tyrosine 763 du PDGFRP est impliguée dans le recrutement d’APS in vivo.
Cependant, l'intensité de la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS a la suite de
I'activation du PDGFRP Y763F n’est pas changée. Ceci suggére que I'association
d’APS a une ou plusieurs autres tyrosines du PDGFRp suffise pour permettre sa
phosphorylation sur tyrosine. Ces résultats démontrent que la tyrosine 763 du
PDGFRS est un site d’association d’APS in vivo, mais gu’elle n'est pas essentielle a
la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS. De plus, la co-immunoprécipitation du
PDGFRP Y763F avec Myc-APS démontre 'existence d’autres tyrosines permettant
I'association d'APS avec le PDGFR.
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La tyrosine 763 du PDGFR est un site de recrutement in vivo de
Myc-APS.

Cependant, cette tyrosine n’est pas essentielle a la phosphorylation sur
tyrosine de Myc-APS. Le PDGFRP Y763F a été obtenu par
mutagénése dirigé. Des cellules 293.T ont été transfectées avec pUSE
PDGFRB wt ou Y763F et pcDNA4-Myc/APS wt. A la suite de leur
privation en sérum, elles ont été stimulées ou non avec 30 ng/mL de
PDGF-BB. Aprés préparation des extraits cellulaires totaux (ECT), une
immunoprécipitation (IP) anti-APS avec le sérum 17B6 a été effectuée.
Les IP et ECT ont été analysés par immunobuvardage (IB) Western. La
position du PDGFRp et de Myc-APS sur les IB a-phosphotyrosine (pY)
des ECT et de I'lP est indiquée. Les panneaux supérieur et inférieur de
I'IB anti-pY sur I'IP sont le résultat d’'une exposition d’'une minute et de
10 secondes respectivement. (n=1)
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Le domaine SH2 de Myc-APS est essentiel a son association au PDGFRf et a

sa phosphorylation, principalement sur la tyrosine 546

Dans le but d’identifier la ou les tyrosines d’APS phosphorylées a la suite de
I'activation du PDGFRB, les mutations ponctuelles de chaque tyrosine d’APS en
phénylalanine ont été produites. Il a été montré que le domaine SH2 d’APS est
suffisant pour permettre son interaction in vitro avec le PDGFRP (16). Afin de vérifier
si le domaine SH2 d'APS est nécessaire a son association in vivo avec le PDGFRf
activé et a sa phosphorylation sur tyrosine, son arginine 445 a été mutée en lysine
(mutant SH2 ko). Ce résidu arginine est situé dans la poche de liaison des
domaines SH2 et est conservé a travers I'évolution. 1l est responsable de la liaison

des résidus phosphotyrosines par deux ponts salins (125,126).

La phosphorylation sur tyrosine de ces mutants de Myc-APS suite a I'activation du
PDGFRB a été étudiée, dans les extraits cellulaires totaux, par un
immunobuvardage Western (Figure 10A). A la suite de I'activation du PDGFRB, la
phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS wt et de tous les mutants est détectée, a
I'exception des mutants SH2 ko et Y546F. De méme, 'immunobuvardage anti-Myc,
toujours sur les extraits cellulaires totaux, révéle que Il'activation du PDGFRf
conduit a I'augmentation du poids moléculaire apparent, déja observée (Figure 7A),
de Myc-APS wt et de tous les mutants, a I'exception de Myc-APS SH2 ko et Y546F.
Ces résultats indiquent que le domaine SH2 d'APS est nécessaire a sa
phosphorylation sur tyrosine a la suite de l'activation du PDGFRP et que la
principale tyrosine d’APS phosphorylée a la suite de cette activation est la tyrosine
546.

Dans le but de confirmer que la protéine étudiée dans les extraits cellulaires totaux
est bien Myc-APS, une immunoprécipitation a été effectuée (Figure 10A).
L'immunobuvardage anti-phosphotyrosine sur cette immunoprécipitation révéle que
Myc-APS SH2 ko présente une phosphorylation résiduelle sur tyrosine a la suite de
I'activation du PDGFRp. De plus, cet immunobuvardage montre que Myc-APS
Y546F acquiert une phosphorylation sur tyrosine aussi intense que les autres

mutants tyrosine a phénylalanine pendant I'immunoprécipitation. Il est cependant
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notable que, malgré cette phosphorylation, Myc-APS Y546F conserve un poids
moléculaire apparent inférieur aux autres mutants dans I'immunobuvardage
anti-phosphotyrosine. Cette derniére observation suggére qu'une modification post-
traductionnelle conséquente a ['activation du PDGFRf n'a pas eu lieu sur
Myc-APS Y546F, confirmant que cette tyrosine est un site de phosphorylation. La
phosphorylation résiduelle sur tyrosine de Myc-APS SH2 ko suite a I'activation du
PDGFRp ainsi que la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS Y546F pendant

I'immunoprécipitation ont été confirmés (Figure 10B).

Dans le but d'expliquer la phosphorylation résiduelle sur tyrosine de Myc-APS
SHZ2 ko a la suite de I'activation du PDGFRS, l'interaction du récepteur avec Myc-
APS wt et SH2 ko a été étudiée (Figure 10C). Une exposition prolongée de
'immunobuvardage anti-phosphotyrosine sur une immunoprécipitation a 8 nouveau
permis de détecter la co-immunoprécipitation du PDGFRP autophosphorylé avec
Myc-APS wt. Cette co-immunoprécipitation du PDGFRp autophosphorylé est
retrouvée, de fagon résiduelle, avec Myc-APS SH2 ko. La mutation R445K de Myc-
APS SH2 ko ne semble donc pas détruire complétement I'association de Myc-APS
avec le PDGFRp autophosphorylé, expliquant ainsi la phosphorylation résiduelle de
Myc-APS SH2 ko suite a I'activation du récepteur. Un résultat similaire a été
rapporté 2 propos de l'interaction du domaine SH2 d'APS avec ie récepteur de
I'insuline. Dans un double hybride chez la levure, iorsque cette arginine est mutée
en lysine, I'interaction d’APS avec le récepteur de I'insuline diminue mais n'est pas
complétement détruite (8). Néanmoins, il a aussi été rapporté que lorsque cette
arginine est mutée, cette fois, en alanine, l'interaction d’APS avec le récepteur de
I'insuline est complétement empéchée (13). || semble donc que la mutation de
I'arginine invariante du domaine SH2 d’APS en lysine ne soit pas suffisante pour
détruire complétement la capacité de liaison du domaine. |l est donc probable que
notre mutant Myc-APS SH2 ko présente une association au PDGFR ainsi qu’'une
phosphorylation sur tyrosine résiduelles dues a la mutation de larginine 445 en
lysine. Mis ensemble, ces renseignements appuient que le domaine SH2 d’APS est
essentiel, in vivo, a son association avec le PDGFRf activé et a la phosphorylation

sur tyrosine d’APS a la suite de I'activation du récepteur.
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Il a déja été montré que la phosphorylation sur tyrosine d’APS par un récepteur c-Kit
mutant ne pouvant plus s'associer 8 APS est conservée (15). Cette observation
suggére qu'APS puisse étre phosphorylée par une protéine tyrosine kinase (PTK)
cytosolique activée par le récepteur. Les PTK cytosoliques de la famille Src sont
activées par le PDGFRp (127). Nous avons donc voulu éliminer la possibilité qu'un
membre de la famille Src s’associe a Myc-APS pour conduire, pendant
'immunoprécipitation, @ sa phosphorylation sur tyrosine visible pour le mutant
Y546F. Pour ce faire, I'inhibiteur sélectif des membres de cette famille, le PP2, a été
ajouté ou non au tampon de lyse des celiules stimulées par le PDGF-BB (Figure
10D). L’ajout de PP2 au tampon de lyse ne change pas de fagon significative le
niveau de phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS wt dans les extraits cellulaires
totaux et dans l'immunoprécipitation. De méme, le PP2 n'empéche pas la
phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS Y546F pendant 'immunoprécipitation. Les
PTK de la famille Src ne sont donc pas impliquées dans cet événement de
phosphorylation sur tyrosine pendant I'immunoprécipitation.

Un immunobuvardage anti-phosphotyrosine avec ['anticorps PY-20 sur les
immunoprécipitations a permis d’éliminer la possibilité d'un artéfact de détection di
a l'anticorps 4G10. Une exposition prolongée de l'immunobuvardage avec
I'anticorps 4G10 sur ies immunoprécipitations démontre la co-immunoprécipitation
du PDGFRp autophosphorylé avec Myc-APS wt et Y546F. La présence du PDGFRp
activé dans le complexe co-immunoprécipité avec Myc-APS Y546F peut expliquer la
phosphorylation sur tyrosine de ce mutant pendant 'immunoprécipitation. Ceci
suggére que Myc-APS puisse avoir d'autres sites de phosphorylation sur tyrosine
par le PDGFRB. A nouveau, le poids moléculaire apparent plus faibie de Myc-APS
Y546F dans I'immunoprécipitation malgré sa phosphorylation sur tyrosine démontre
qu'un site de modification post-traductionnelle a été retiré, confirmant que la tyrosine

546 est un site de phosphorylation par le PDGFRB.



Il est intéressant de noter les changements de poids moléculaires apparents de
Myc-APS wt et Y546F dans 'immunobuvardage anti-Myc sur les extraits cellulaires
totaux (Figure 10D). A la suite de I'activation du PDGFRp, le poids moléculaire
apparent de Myc-APS wt augmente, ce qui est di entre autres a sa phosphorylation
sur tyrosine. Malgré le retrait d’'un site majeur de phosphorylation sur tyrosine, Myc-
APS Y546F conserve une modification de son patron de migration suite a
Pactivation du PDGFRp. Toutefois, aucune bande de Myc-APS Y546F n'atteint un
poids moléculaire apparent aussi élevé que Myc-APS wt. Ceci démontre que la
mutation de la tyrosine 546 retire un site de phosphorylation, mais n'empéche pas
d'autres modifications post-traductionnelles d’APS a la suite de lactivation du
PDGFR.

Dans un premier temps, ces résultats suggerent que le domaine SH2 d’APS est
essentiel, in vivo, a son association au PDGFRp et a sa phosphorylation sur
tyrosine a la suite de I'activation du récepteur. Dans un deuxiéme temps, ces
résultats démontrent que la tyrosine 546 est un site principal de phosphorylation
d’APS a la suite de I'activation du PDGFRB.



Ss

103

Sdv-P di
193 Sdv-2AN-—» L
e T e Gy | oKD )
As AON|>A_V ‘* lt a 0%—21.5 =] hmmwﬂn_IVt _l >Q|.U gl
SdV-OAN —>| ¥4 &9 yue S0¢ AdD g
o Sdv-0 dl
J - SdV-2AW— Lais]
mn_<|u>5_ — !' " ' 3 i‘ Ohs_lﬂv dl
(oLo%)
Ad-p g|
Y —_ SdV-2AN-» = . e
g4490d — .g g. §449ad “ !' >Q|.U al >Q|.U al
+ - - + - - F—— WA 6 Zdd 98490d -
o+ -+ o+ - + + -+ + 0L 1wybu og 99-490d + - + - 0l7wbuog gg9-49ad
+ + + + + 4 + + + + + gy49ad + + + + dydoad
499SA w 49PSA m Sdv-oAN a O ZHS W  SdV-AW bo
Sdv-P di
nENNENRERTNW o\ g
2hN-0 g
b 0 0 8 B - g | ACD G|
103
SO0 —~{ i e Ad0 g Sdv-2AN -
Ad Sdy-2AN—S] ﬁlﬂmnll 2KN-0 g|
Sdv-0 di
Ad SdY-2AN—»| o 33!"3 o
- | Adog SAAOT —p] 019 1 10 B AdD gl
- wybu - IR
+ + + 01 w/bu og 99-490d vt ettt it s - 0L TWBUOE 69-490d
+ + + + fyd90d ++4++++++++ 4+ gy490d
) Sdv-oAW XS IRIITISO SdV-okW
g&=° SOOI~
= g INTANANY T v



9s

‘Jney np nesuued 8] suep sjnuiw | ap
1@ seq ap neauued 8| suUBp S8PUOI8S G| 8P 1S3 dI,| NS LY gI.| 8p uoiej@aal | sp uopisodxs,p saunp e ‘(sy1oads-uou
anbslo} @siin 919 B QLSO 9] ‘epoyjew je |audjew suep ayioads swwod) sasayjualed anus sgnbipul 1se d|,| Ins g|
so| nod sasijn suisoifjoydsoyd-yue sdioonue sap aiuspl,] (gz1) esA| ap uodwe) ne uou no gnole 919 e (AT G) gdd
@1 (1=u) ‘uopeydivaidounwy,| uepuad 49ySA SAV-9AW 8p auisoihy uns uopejfioydsoyd e sed syosedweu zZdd 218
a|jlwey} e| ap saiqusw Sap JNajiqiyul,T ‘g ‘seyuepuadapu) seousuadxe xnap ep jiejuasaidal JB}NS9y ‘Sapucodes G| ap
Jnaugyul nesuued 8 18 sjnuiw | ep uopisodxa aun,p jejnsal 8| 1s8 dl,| ins Ad-0 g|,| 8p Jnapadns nesuued 87 ‘(MGryH)
0} ZHS SdV-2AN 98AE 8jjenpisel uodey ep ejidioaidounwiwi-09 dARde JYJ9Aad 87 D ‘dil 1@ LD 84ue J9yGA SdV
-0A|\ ep auisoiA} Ins uojejfuoydsoyd ep asusigyip .| 8p 12 dy49ad 9| Jed 0) ZHS SdV-2AN 8p 8uIs0IA} uns 8|janpisal
uonejAioydsoyd e| ep uonewuUO) ‘g ‘sejuepuadepu; saousiadxa xnap ap jnejuasaidal jeynsay ‘gy49dd o| Jed Sdv
-0A\ 8p s|enjouod sjuenw sjualalip op auIsolA} ns uolejlfuoydsoyd e| ap abejqqu) ‘y "esnbipul }s8 Ad-0 g} se| suep
(Ad) suisolAy uns agjAioydsoyd awioy es ap 18 SdV-2AN ap ‘dy¥49ad np uopisod e uis)sapn (g|) ebeplieangounwiwi
Jed sasAjeue 8)9 JUO Sdv-ilue (di) suonendioaidounwwy s8) 1@ (103) xnejo) sadienjjed sjiesxs sa7 'gg9-49ad 8| Jed
uou no segjnwys sind WwnIgs us sagALd 9)9 JUO S8JN|I8 S8 JUBINW NO IM ‘SdV SIH/QPAN-PYNQ2d 12 W gy49ad 3snd
D08AB S9]09)SuUBl] 8}9 JUO | €6z Sajse|qoiqy saq -eabulp asausbeinw Jed snuajqo 919 JUO SJY-OAN 8p sjuenw seT

"'9pG auisolA} e| uns Juawsjediduud ‘auisosf) ans uopejlioydsoyd

es gnb 1sule gy49ad ©] 20AR UOIRIDOSSE UOS B ‘OAJA Ul ‘|21judssd }S9 SdV-2AN 9p ZHS aulewop a7 () ainbig

~



57

Le tryptophane 483 du domaine SH2 d’APS n’est pas essentiel a son

oligomérisation in vivo

Il a été montré quin vivo, APS est un oligomére constitutif (55). Par la
cristaliographie a rayons X du domaine SH2 d'APS, il a été démontré que ce
domaine dimérise de fagon constitutive (13). De plus, il a été montré que cette
nature dimériqgue du domaine SH2 d’APS est suffisante pour permetire a APS
d’oligomériser a la fois in vitro et in vivo (3,13). Le tryptophane conservé de rAPS,
situé dans I'hélice o permettant I'interaction des deux domaines SH2, est essentiel a
la dimérisation de ce domaine d'APS. Il a été montré que la mutation de ce
tryptophane en histidine détruit la dimérisation du domaine SH2. Dans le but de
déterminer si la dimérisation du domaine SH2 d’'APS est essentielle a son
oligomérisation in vivo, cette mutation W475H de rAPS a été reproduite sur le
tryptophane de hAPS correspondant (Myc-APS W483H). APS wt et W483H ont par
la suite été sous-clonées pour étre étiquetées avec I'épitope Flag. Myc-APS wt et
Flag-APS wt ainsi que Myc-APS W483H et Flag-APS W483H ont été co-exprimées
dans les 293.T. L'oligomérisation d’'APS wt et d'APS WA483H a été étudiée par la
détection de la co-immunoprécipitation de Myc-APS avec Flag-APS (Figure 11).
L'immunoprécipitation de Flag-APS wt démontre la co-immunoprécipitation de
Myc-APS wt, confirmant I'oligomérisation constitutive d’APS in vivo. Pour démontrer
que la co-immunoprécipitation de Myc-APS est spécifique a son oligomérisation
avec Flag-APS, un contrdle dans lequel Flag-APS n’a pas été transfectée a été
ajouté. L'immunoprécipitation de Flag-APS W483H permet de co-immunoprécipiter
Myc-APS W483H. Ce résultat démontre que la mutation du tryptophane 483 en
histidine n'empéche pas I'oligomérisation constitutive de hAPS in vivo. Il est
possible que la mutation de ce tryptophane de hAPS en histidine, contrairement a
rAPS, ne soit pas suffisante pour détruire la dimérisation du domaine SH2. Ce
résultat suggére cependant aussi qu'il soit aussi possible qu’APS posséde d’autres

déterminants d’oligomérisation.
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Le tryptophane 483 du domaine SH2 d’APS n’est pas essentiel a
son oligomérisation in vivo.

Le tryptophane conservé (W483 de hAPS) de I'hélice o C-terminale du
domaine SH2 de rAPS est essentiel a la dimérisation de ce domaine
(13). Le domaine SH2 d’APS permet son oligomérisation in vitro et in
vivo (3,13). La mutation W483H a été obtenue par mutagénése dirigée.
Des 293.T ont été transfectées avec pcDNA4 Myc/His APS wt ou
W483H et pcDNA3 Flag APS wt ou W483H, tel qu'indiqué. Les extraits
cellulaires totaux (ECT) et les immunoprécipitations (IP) a-Flag ont été
préparés et analysés par immunobuvardage (IB) Western. (n=1)
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Myc-APS interagit in vitro avec les domaines SH2 de la sous-unité régulatrice
p85ade la PI3K

Aprés avoir étudié davantage I'aspect moléculaire de linteraction entre APS et le
PDGFR, nous avons voulu débuter la caractérisation de la fonction d’APS dans les
voies de ce récepteur en criblant des partenaires possibles d’interaction. En
général, les protéines adaptatrices jouent leur réle en étant recrutées a un récepteur
tyrosine kinase activé via leur domaine SH2 pour y étre phosphorylées sur tyrosine.
Elles recrutent par la suite d’autres protéines possédant un domaine SH2 pour initier
des cascades de signalisation. La fonction d’APS dans le recrutement de Cbl au
récepteur de l'insuline illustre ce mécanisme. Dans le but d'identifier des candidats
partenaires d'interaction d’APS a la suite de sa phosphorylation sur tyrosine, une
étude d’interaction in vitro par GST-SH2 pull down a été effectuée (Figure 12). Pour
ce faire, des protéines de fusion de la GST avec des domaines SH2 provenant de
diverses protéines de signalisation ont été utilisées comme appéat. Elles ont été
incubées avec un lysat de 293.T transfectées par Myc-APS et traitées par le
pervanadate. Le pervanadate est un inhibiteur irréversible des protéines tyrosines
phosphatases. /n vivo, il modifie I'équilibre entre les activités antagonistes tyrosine
kinase et tyrosine phosphatase, ce qui conduit a I'hyperphosphorylation des
protéines cellulaires (129). A la suite de la résolution des protéines associées avec
les appats par SDS-PAGE, la présence de Myc-APS a été détectée par
immunobuvardage. La quantité de protéine de fusion GST-SH2 utilisée comme
appat a été évaluée par une coloration au bleu de Coomassie. Une interaction faible
de Myc-APS avec le domaine SH2 de Grb2, PLCy et Crk a été détectée. Une
interaction forte de Myc-APS a été détectée avec les deux domaines SH2
(N- et C-SH2) de la sous-unité régulatrice de p85a de la PI3K. La quantité
supérieure de protéine GST détectée par bleu de Coomassie, comparativement a
GST-p85-N-SH2 et GST-p85-C-SH2, permet de contrbler la spécificité de
l'interaction de Myc-APS hyperphosphorylée avec les deux domaines SH2 de p85a.
Ces résultats démontrent que Myc-APS hyperphosphorylée par le pervanadate
dans les 293.T interagit avec les deux domaines SH2 de la sous-unité régulatrice
p85a de la PI3K. Ce résultat propose que I'une de ces protéines puisse jouer un

réle dans la régulation de la fonction de l'autre.
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Figure 12 Myc-APS hyperphosphorylée interagit in vitro avec les domaines
SH2 N- et C-terminaux de p85a.

GST-SH2 pull down de Myc-APS hyperphosphorylée avec les
domaines SH2 de diverses protéines de signalisation. Des 293.T ont
éte transfectées par pcDNA3 Myc hAPS 4-632 et traitées au
pervanadate pour hyperphosphoryler les protéines cellulaires. Le lysat
obtenu a été incubé avec les protéines de fusion GST-SH2 indiquées,
préalablement liées & des billes de sépharose-glutathion. L'interaction
de Myc-APS avec les domaines SH2 a été détectée par
immunobuvardage Western anti-Myc. La quantité de protéine de fusion
GST-SH2 liée aux billes a été révélée par coloration de bleu de
Coomassie d’'un SDS-PAGE. L'association de Myc-APS a GST-p85-C-
SH2 et GST-p85-N-SH2 a été obtenue dans deux expériences
indépendantes.
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La co-expression de Myc-APS diminue la phosphorylation sur tyrosine de

Flag-p85a et son association avec le PDGFRf activé

La détection de linteraction entre les domaines SH2 de p85a et Myc-APS
hyperphosphorylée par un traitement au pervanadate a incité linitiation de I'étude
de la relation entre APS et p85a dans les voies de signalisation du PDGFRp. La
phosphorylation sur tyrosine de p85a a déja été rapportée dans différents contextes
cellulaires, dont I'activation du PDGFRp (89,90,130-133). Dans les 293.T stimulées
par le PDGF-BB, la phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85a, détectée dans
immunoprécipitation, dépend de la transfection du PDGFRp (Figure 13A). Ceci
confirme I'absence de PDGFR endogéne dans les 293.T et I'étude des voies de
signalisation du PDGFRp. Le niveau de phosphorylation de Flag-p85c, observé
dans l'immunoprécipitation, est en corrélation avec le niveau d’autophosphorylation
du PDGFRp, basal et stimuié, dans les extraits cellulaires totaux. L'interaction
directe de p85ca avec le PDGFRp activé via ses domaines SH2 est bien caractérisée
(87,88,134). Cette interaction inductibie est démontrée par 'augmentation de la co-

immunoprécipitation du PDGFRP avec Flag-p85a a la suite de sa stimulation.

Dans le but d’étudier I'impact de I'expression d’APS sur le recrutement de p85a au
PDGFRp et sur sa phosphorylation sur tyrosine, Myc-APS a été co-transfecté ou
non avec Flag-p85a et PDGFRp (Figure 13B). Lorsque Myc-APS est co-exprimée,
une diminution de la phosphorylation sur tyrosine de Fiag-p85ca par le PDGFRJ
activé est observée dans I'immunoprécipitation. Cette diminution de phosphorylation
de Flag-p85a lors de la co-expression de Myc-APS s’observe a la fois au niveau
basal et lors de la stimulation par le PDGF-BB. De plus, il peut étre observé que
pour un niveau de phosphorylation du PDGFRP comparable dans les extraits
cellulaires totaux, la quantité totale de PDGFRp autophosphorylé co-
immunoprécipitant avec Flag-p85a diminue lorsque Myc-APS est co-exprimée,
suggérant que Myc-APS diminue le recrutement de Flag-p85a. au PDGFRp. Les
differentes bandes du PDGFRpB co-immunoprécipitées avec Flag-p85a sont
probablement le récepteur mature ainsi que ses deux précurseurs de 160 kDa et de
145 kDa. La raison pour laquelle ie précurseur de 145 kDa n'apparait que lorsque

Myc-APS n'est pas surexprimée est inconnue. Nous proposons que l'ajout de
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'ARNm de Myc-APS par sa transfection diminue la quantité d'ARNm du PDGFR
pouvant étre traduit, désengorgeant le systéme de glycosylation des protéines. Il est
a noter que nous n'avons pu détecter la co-immunoprécipitation de Myc-APS et de
Flag-p850. dans les voies de signalisation du PDGFRp. Cette absence de co-
immunoprécipitation malgré la détection d’'une interaction en GST-SH2 pull down
(Figure 12) peut s’expliquer par les traitements distincts utilisés. En effet, le patron
de phosphorylation sur tyrosine d’APS suite a l'activation du PDGFRp est
probablement différent de celui obtenu a la suite d'un traitement par le pervanadate

(voir la discussion).

Ces résultats démontrent que la co-expression de Myc-APS diminue la
phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85c. par le PDGFRpB et I'association du
PDGFRp activé avec Flag-p85c. Ces résultats suggérent donc fortement que Myc-
APS diminue le recrutement de p85a au PDGFRp activé et, conséquemment, sa

phosphorylation sur tyrosine par ce récepteur.

La co-expression de Myc-APS diminue la co-immunoprécipitation de SHP-2
avec Flag-p85a dans les voies du PDGFRf

L'importance de I'expression de SHP-2 pour I'activation de la voie de signalisation
PI3K/Akt par le PDGF a été montrée dans plusieurs contextes cellulaires (118,119).
L’interaction de SHP-2 et p85a. a été montrée par leur co-immunoprécipitation a la
suite de la stimulation des récepteurs de I'EGF, de V'lL-2, de I'lL-3 et du GM-CSF
(119,122,123). Nous avons donc voulu déterminer si, dans un premier temps,
SHP-2 interagit avec p85c. dans les voies du PDGFRp et si, dans un deuxieme
temps, Myc-APS module cette interaction (Figure 14). L'immunoprécipitation de
Flag-p850. démontre la co-immunoprécipitation de SHP-2. De plus, cette co-
immunoprécipitation de SHP-2 avec Flag-p85a est inductible par la stimulation du
PDGFRp. La phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 par le PDGFRp (108,112) est
détectée dans I'immunobuvardage anti-phosphotyrosine et elie se traduit par un
changement de mobilité électrophorétique, d'ou I'apparition du doublet dans
I'immunobuvardage anti-SHP-2 sur les immunoprécipitations. Lorsque Myc-APS est

co-exprimée dans les 293.T, la co-immunoprécipitation de SHP-2 avec Flag-p85a.
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est diminuée tant au niveau basal qu’'aprés la stimulation du PDGFRp. Ces résultats

démontrent une nouvelle association protéique dans les voies du PDGFRf, entre

SHP-2 et p85a. Ces résultats montrent aussi que la co-expression d’APS diminue

cette association.

A B PDGFRp + + + +
PDGFRp - - + + Myc-APSwt - + - +
Flag-p85a. + + + + Flag-p85a + + + +
PDGF-BB 30 ngImL 10 -+ - + PDGF-BB 30 ngImL 100 - - + +
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Figure 13 La co-expression de Myc-APS diminue la phosphorylation sur

tyrosine de Flag-p85a par le PDGFRP et la co-immunoprécipitation
du récepteur avec Flag-p85c.

Des cellules 293.T ont été transfectées avec pUSE PDGFRp wt,
pcDNA3 Flag p85a et pcDNA4-Myc/His APS wt, comme indiqué. Aprés
privation en sérum, les cellules ont été stimulées ou non par 30 ng/mL
de PDGF-BB pendant 10 minutes. Les extraits cellulaires totaux (ECT)
et les immunoprécipitations (IP) o-Flag ont été analysées par
immunobuvardage (IB) Western. La position du PDGFRp, de Flag-
p85c. et de Myc-APS sur les IB o-pY est indiquée. A, La
phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85a par le PDGF-BB dans les
293.T est spécifique au PDGFRP. Le PDGFRP activé co-
immunoprécipite avec Flag-p85a. B, La co-expression de Myc-APS
diminue la phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85a par PDGFR et
la co-immunoprécipitation de PDGFRP avec Flag-p85a. Résultat
représentatif de trois expériences indépendantes.
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Figure 14 La co-expression de Myc-APS diminue la co-immunoprécipitation
de SHP-2 avec Flag-p85a.

Des cellules 293.T ont été transfectées avec pUSE PDGFRP wt,
pcDNA4-Myc/His APS wt et pcDNA3 Flag p85a. Elles ont été privées
en sérum et stimulées ou non par 30 ng/mL de PDGF-BB pendant
10 minutes. Les immunoprécipitations (IP) anti-Flag, effectuées sur
2 mg de protéines totales, et les extraits cellulaires totaux (ECT) ont été
analysés par immunobuvardage (IB) Western avec les anticorps
indiqués. La position de Flag-p85a, de SHP-2, du PDGFRp et de Myc-
APS dans les IB a-pY est indiquée. Ce résultat est représentatif de
deux expériences indépendantes.
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Myc-APS ne modifie pas la phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 dans les
voies du PDGFRf

Nos résultats confirment que p85a et SHP-2 sont toutes deux phosphorylées sur
tyrosine a la suite de l'activation du PDGFRf. De plus, ils montrent que la co-
immunoprécipitation de SHP-2 avec Flag-p85a est inductible par I'activation du
PDGFRJ, suggérant que cette interaction soit dépendante de la phosphorylation sur
tyrosine de I'un ou l'autre des partenaires. SHP-2 et p85a possédent toutes deux
des domaines SH2. Nos résultats démontrent aussi que la co-expression de Myc-
APS diminue la phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85a ainsi que I'association de
SHP-2 avec Flag-p85c. Nous avons donc voulu déterminer si Myc-APS module
aussi la phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 dans les voies du PDGFRp. Aprés
limmunoprécipitation de SHP-2, sa phosphorylation sur tyrosine a la suite de la
stimulation des cellules par le PDGF-BB n’est détectée que lorsque le PDGFRf a
été transfecté (Figure 15). Cette observation, cumuléea [absence de
phosphorylation de Flag-p85a. et de Myc-APS sans I'expression de PDGFRp
exogene, confirme que les résultats obtenus s’appliquent aux voies de signalisation
du PDGFRB. L'immunobuvardage anti-phosphotyrosine sur 'immunoprécipitation de
SHP-2 permet de détecter la phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 a la suite de
l'activation du PDGFRP exogéne. L'immunobuvardage anti-SHP-2 sur cette
immunoprécipitation montre une augmentation du poids moléculaire apparent de
SHP-2 a la suite de l'activation du PDGFRf. La co-expression de Myc-APS
n'influence pas de fagon significative la phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 3 la
suite de l'activation du PDGFRp. En effet, la légére diminution de phosphorylation
sur tyrosine de SHP-2 semble étre en corrélation avec la légére diminution
d’autophosphorylation du PDGFRP dans les ECT. Ce résultat suggére donc que la
diminution de I'association de SHP-2 avec Flag-p85a lors de la co-expression de
Myc-APS ne soit pas due a une modification de la phosphorylation sur tyrosine de
SHP-2. La co-immunoprécipitation de SHP-2 avec p85a dans les voies du PDGFRf
semble donc dépendre de la phosphorylation sur tyrosine de p85a. Il est a
remarquer que nous n'avons pas détecté la co-immunoprécipitation de SHP-2 et de

Myc-APS dans les voies de signalisation du PDGFRp. La co-immunoprécipitation du
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PDGFRB autophosphorylé avec SHP-2, de fagon inductible par la stimulation du

récepteur, a été détectée (résultat non-montré).

L’expression de Myc-APS permet la détection, a la suite de I'activation du

PDGFRp, d’une phosphoprotéine de 95 kDa co-immunoprécipitant avec SHP-2

L'exposition prolongée de [l'immunobuvardage anti-phosphotyrosine sur
limmunoprécipitation anti-SHP-2 a permis la détection d'une phosphoprotéine
d'environ 95 kDa, présente uniquement lorsque Myc-APS est co-exprimée
(Figure 15). L'intensité du signal de cette phosphoprotéine augmente a la suite de
I'activation du PDGFR}. Il est connu que la protéine adaptatrice Gab2, dont le poids
moléculaire est d’environ 97 kDa, s’associe avec SHP-2 et p85a a la suite de sa
phosphorylation (135). Par contre, un immunobuvardage contre Gab2 a confirmé
que la phosphoprotéine détectée lors de la co-expression de Myc-APS n’est pas
Gab2. Il est possible que la co-expression de Myc-APS permette la détection de
cette phosphoprotéine en servant d'intermédiaire d'association avec SHP-2.
Cependant, I'absence de Myc-APS dans l'immunoprécipitat rend ce mécanisme
improbable. Il est plutét possible que Myc-APS permette le recrutement de cette
protéine au PDGFRp pour y étre phosphorylée sur tyrosine, permettant ainsi sa
détection. Il est cependant impossible de déterminer si son interaction avec SHP-2
dépend de sa phosphorylation sur tyrosine ou si elle s'associe @ SHP-2 malgré
'absence de cette phosphorylation permise par Myc-APS. Ce résultat démontre
gu'APS a une fonction de protéine adaptatrice pour une protéine non-identifiée,
endogéne aux 293.T, en permettant sa phosphorylation sur tyrosine a la suite de
I'activation du PDGFR.
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Figure 15 L’expression de Myc-APS ne diminue pas la phosphorylation sur
tyrosine de SHP-2 a la suite de I’activation du PDGFR.

La détection d’'une phosphoprotéine de 95 kDa co-immunoprécipitant
avec SHP-2 de fagon inductible par I'activation du PDGFRJ dépend de
la co-expression de Myc-APS. Des 293.T ont été transfectées avec
pUSE PDGFRP wt et pcDNA4 Myc/His APS wt, comme indiqué. Elles
ont été privées en sérum et stimulées ou non par 30 ng/mL de
PDGF-BB pendant 10 minutes. Les extraits cellulaires totaux (ECT) et
les immunoprécipitations (IP) anti-SHP-2 ont été analysés par
immunobuvardage (IB) Western. Le panneau du bas dans I'lB a-pY sur
I'lP correspond a une exposition de 15 secondes et, le panneau du
haut, a une exposition d'une minute. La position et l'identité des
marqueurs de poids moléculaire sont indiquées a la gauche du
panneau du haut (trait, en kDa). La position de la phosphoprotéine
pp95, de SHP-2, du PDGFRp et de Myc-APS dans les IB o-pY est
indiquée. Ce résultat est représentatif de deux expériences
indépendantes.
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Pour étudier la fonction d’APS dans les étapes précoces des voies de signalisation
du PDGFRB, nous avons utilisé une approche d'expression transitoire de
constituants de cette voie dans les fibroblastes 293.T. Plusieurs éléments de nos
résultats appuient I'absence d’expression endogéne du PDGFRa et du PDGFRp
dans ces cellules. Le PDGF-BB a la capacité d'activer les trois combinaisons
dimériques possibles du PDGFRo et du PDGFRp. Lorsque les 293.T ont été
stimulées par le PDGF-BB, aucune autophosphorylation de récepteurs endogénes
n'a été détectée par immunobuvardages Western (Figures 7, 13A et 15). De plus,
aucune phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS, de Flag-p85a ni de SHP-2 n'a
été détectée a la suite de leur immunoprécipitation a partir de cellules stimulées par
le PDGF-BB (Figures 7B, 13A, 15). Par contre, lorsque le PDGFRp a été
transfecté, la stimulation des cellules par le PDGF-BB a permis la détection de
I'autophosphorylation du PDGFRB exogene ainsi que la phosphorylation sur
tyrosine de Myc-APS, de Flag-p85a. et de SHP-2 (Figures 7, 13 et 15). Les
résultats que nous avons obtenus s'appliquent donc aux voies de signalisation du
PDGFRB.

Il a été montré que pendant sa synthése, le PDGFRp subit des événements de
N-glycosylation et d’O-glycosylation. Pendant la maturation de ces oligosaccharides
dans le réticulum endoplasmique et dans I'appareil de Golgi, le poids moléculaire du
PDGFRp passe de 145 a 160 kDa puis a 180 kDa, la forme mature du récepteur
(64). Il a été montré, in vitro, que ces précurseurs du PDGFRf sont aussi capables
de lier le PDGF-BB et d'étre activés par ce dernier (64). Dailleurs, leur
autophosphorylation in vivo a pu étre détectée a la suite de la stimulation de cellules
par le PDGF-BB (65). Nos résultats appuient que les précurseurs immatures du
PDGFRf peuvent étre activés in vivo a la suite de la stimulation des cellules par le
PDGF-BB. En effet, I'association entre la sous-unité régulatrice p85a. de la PI3K et
le PDGFRp dépend de l'activation de ce dernier. Nous avons pu détecter la co-
immunoprécipitation des précurseurs de 145 et 160 kDa autophosphorylés avec

Flag-p85a, appuyant leur activation in vivo (Figure 13B).
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La diminution de la demi-vie du PDGFR] a la suite de la liaison de son ligand a déja
été démontrée (70,71). Nous avons observé une diminution du signal du PDGFRJ
total dans les extraits cellulaires totaux a la suite de Ia stimulation par le PDGF-BB
(Figure 7B). Cette diminution pouvait étre attribuable a une phosphosensibilité de
I'anticorps utilisé et/ou a cet effet de diminution de la demie-vie du récepteur suite a
la liaison de son ligand. De plus, il a déja été montré que la liaison du PDGF-BB a
son récepteur conduit a l'internalisation du PDGFRB dans les endosomes (67),
structures a partir desquelles il peut étre recyclé a la membrane cellulaire ou
dégradé. Cette dégradation peut survenir a la suite de la fusion des endosomes au
compartiment lysosomal ou par la voie de dégradation protéolytique ubiquitine-
protéasome (68-70). La polyubiquitination du PDGFRf se détecte entre autres par
'apparition d’'une trainée lorsqu’il est analysé par immunobuvardage Western (69).
A la suite de la stimulation du PDGFRP, nous avons pu détecter I'apparition d’une
trainée pouvant étre attribuée a sa dégradation par la voie ubiquitine-protéasome
(Figure 9).

Nous avons tout d’'abord voulu étudier davantage I'aspect moléculaire de
l'interaction entre APS et le PDGFRp in vivo. | a été montré qu'APS est
phosphorylée sur tyrosine a la suite de la stimulation des NIH 3T3 par le PDGF-AA
et le PDGF-BB (16). Nous avons montré que la stimulation du PDGFRp par son
ligand conduit a la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS (Figure 7). Nous avons
aussi montré que le PDGFRp activé co-immunoprécipite in vivo avec Myc-APS
(Figures 9 et 10). Nos résultats confirment donc qu'APS est un substrat du
PDGFRp. Il a aussi été démontré que la tyrosine 763 du PDGFRP permet
I'association in vitro d'’APS (15). Nous avons confirmé, in vivo, le role de cette
tyrosine du PDGFRPB dans l'interaction avec Myc-APS (Figure 9). En effet, nos
résultats démontrent que la mutation de cette tyrosine 763 en phénylalanine
diminue la co-immunoprécipitation du PDGFRf avec Myc-APS a la suite de ia
stimulation par le PDGF-BB. Cependant, nous démontrons que cette tyrosine n'est
pas le seul site d'interaction d’APS avec le PDGFRB. En effet, la co-
immunoprécipitation du PDGFRP Y763F avec Myc-APS est toujours détectée. De
plus, I'absence de changement dans l'intensité de la phosphorylation sur tyrosine de
Myc-APS stuite a l'activation du PDGFRp wt ou du PDGFRp Y763F montre que la
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tyrosine 763 du PDGFRp n'est pas essentielle a la phosphorylation sur tyrosine de
Myc-APS. Cette observation suggere fortement que d'autres tyrosines du PDGFRp
permettent le recrutement d’APS et suffisent pour conduire a sa phosphorylation sur
tyrosine.

Il a été proposé que la présence d’une isoleucine ou d’une leucine en position +3
d’'une phosphotyrosine soit un déterminant de sa reconnaissance par le domaine
SH2 d’APS (15). La tyrosine 763 du PDGFRp correspond d’ailleurs a ce consensus.
L'étude de la séquence intraceliulaire du PDGFRB a permis d'identifier d’autres
tyrosines possédant cette caractéristique, soit les tyrosines 686, 800, 880, 904 et
914. Cependant, ces tyrosines sont localisées dans les domaines tyrosine kinase 1
et 2 du PDGFR] et ne sont pas des sites d'autophosphorylation connus. De plus, il
n'a jamais été montré que le PDGFRp peut recruter des protéines a I'un ou a l'autre
de ses deux domaines tyrosines kinases. II semble donc peu probable que ces
tyrosines possédant une leucine ou une isoleucine en position +3 puissent recruter
APS. Il a aussi été montré que le domaine SH2 d’APS s’associe aux tyrosines 1158
et 1162 de la boucle d’activation du domaine tyrosine kinase de I'lR (8,12,13). Ces
tyrosines ne possédent pas de leucine ou d'isoleucine en position +3. Méme si ces
tyrosines de I'IR ne sont pas conservées dans la boucle d’activation du PDGFR,
ces données démontrent que le domaine SH2 d'APS ne lie pas exclusivement des
phosphotyrosines possédant une leucine ou une isoleucine en position +3. La
suggestion d'autres tyrosines du PDGFRP pouvant potentiellement permettre
I'association d’APS ne peut donc se faire par déduction a I'aide des connaissances

accumulées sur les caractéristiques de liaison du domaine SH2 d'APS.

Il a été montré que le domaine SH2 d’APS est suffisant a son interaction avec le
PDGFRP (16). Nos résultats suggérent fortement qu'il est, de plus, essentiel a cette
interaction et a la phosphorylation sur tyrosine d’APS dans les voies du PDGFR.
Nous avons suggéré que l'arginine invariable du domaine SH2 dJd'APS est
nécessaire a son association au PDGFRP et a sa phosphorylation sur tyrosine
(Figure 10). En effet, la phosphorylation résiduelle sur tyrosine de Myc-APS SH2 ko
a la suite de I'activation du PDGFRp peut s’expliquer par la co-immunoprécipitation

résiduelle du récepteur avec ce mutant. Cette co-immunoprécipitation résiduelle du
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PDGFRf avec Myc-APS SH2 ko (R445K) s'explique par la similarité de charge et
de structure entre les chaines latérales de [arginine et de la lysine. La
documentation scientifique a propos de l'interaction d’APS avec I'IR appuie cette
interprétation. En effet, il a été montré que la mutation de cette arginine en lysine ne
détruit pas complétement I'interaction d’APS avec le récepteur de l'insuline (8), alors
que sa mutation en alanine, changement drastique d’acide aminé provoquant une
perte de charge, détruit complétement l'interaction d’APS avec I'lR (13). Nous
pouvons donc suggérer que fa mutation de l'arginine 445 en alanine empéchera
complétement I'association d’APS avec le PDGFRp ainsi que sa phosphorylation
sur tyrosine a la suite de I'activation de ce récepteur. Il est donc trés probable que le
domaine SH2 d'APS est non seulement suffisant, mais aussi essentiel a son
interaction avec le PDGFRB. De méme, le domaine SH2 d’APS est aussi fort
probablement essentiel & sa phosphorylation sur tyrosine a la suite de I'activation du
PDGFRS.

A ce jour, aucune preuve d'une interaction directe d’APS avec le PDGFRp n'a été
apportée. Cependant, le PDGFR] fait partie de la classe Ill des récepteurs tyrosines
kinases, tout comme c-Kit. Or, APS a été identifiée par sa liaison directe a c-Kit
dans un double hybride chez la levure (3). De plus, I'interaction directe du domaine
SH2 de SH2-Bf avec le PDGFR a été montrée (45). Les domaines SH2 d’APS et
de SH2-B possédent 79% d’identité en acides aminés. Compte tenu de I'ensemble
de ces données, il est fort probable qu'APS interagisse directement avec le
PDGFRB. Ceci pourrait étre confirmé par un double hybride chez la levure ou
encore par des techniques de transfert d'énergie par résonance comme le FRET
(fluorescence resonance energy transfer) ou le BRET (bioluminescence resonance
energy tranfer). Il est aussi possible qu'une protéine tyrosine kinase cytosolique soit
impliquée dans la phosphorylation sur tyrosine d’APS. En effet, il a été montré que
I'activation d’'un mutant du récepteur c-Kit ne pouvant plus interagir avec Myc-APS
conduit tout de méme a sa phosphorylation sur tyrosine in vivo (15). De plus, APS
est un substrat de JAK1, JAK2 et de JAK3 (29), des PTK cytosoliques pouvant étre
activées par le PDGFRp (136). Etant donné que nos résultats suggérent que le
domaine SH2 d’APS est essentiel a sa phosphorylation sur tyrosine dans les voies
du PDGFR, I'association d’APS a une PTK cytosolique dans ces voies dépendrait

aussi de son domaine SH2.
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A la suite de son interaction avec le PDGFRp activé, APS subit des modifications
post-traductionnelles se manifestant par une modification de son poids moléculaire
apparent sur SDS-PAGE (Figures 7, 8 et 10). Nos résultats montrent que la
phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS est une de ces modifications post-
traductionnelles subies a la suite de Pactivation du PDGFRp. La seule tyrosine
d’APS ayant été identifiée a ce jour comme étant un site de phosphorylation est la
tyrosine 629. A laide de I'étude de la phosphorylation sur tyrosine de mutants
ponctuels de Myc-APS a la suite de 'activation du PDGFRp, nous avons montré
que seul le mutant Myc-APS Y546F n'est pas phosphorylé sur tyrosine dans les
extraits cellulaires totaux (Figure 10). Malgré la phosphorylation sur tyrosine de ce
mutant pendant 'immunoprécipitation, le poids moléculaire apparent plus faible de
la forme de Myc-APS Y546F reconnu par I'anticorps anti-phosphotyrosine confirme
le retrait d'un site de modification post-traductionnelle a la suite de l'activation du
PDGFRp. APS est donc phosphorylée sur sa tyrosine 546 a la suite de I'activation
du PDGFR. De ce fait, nous identifions un nouveau site de phosphorylation d’APS,

conservé chez le rat et la souris.

A dix minutes de stimulation par le PDGF-BB, nos résultats démontrent que
Myc-APS est principalement phosphorylée, dans les extraits cellulaires totaux, sur la
tyrosine 546 (Figure 10). Pendant I'immunoprécipitation, une activité tyrosine kinase
conduit cependant a la phosphorylation sur tyrosine de Myc-APS Y546F. L'ajout de
PP2 au tampon de lyse n'empéche pas cette phosphorylation, excluant une
participation des PTK de la famille de Src. |l est possible que I'activité PTK présente
pendant I'immunoprécipitation soit attribuable a JAK1 ou JAK2, deux membres de la
famille des JAK étant activées par le PDGFRB et pouvant phosphoryler APS
(29,137). Cependant, la détection du PDGFRP actif dans l'immunoprécipitation
propose que I'association du PDGFRP avec Myc-APS Y546F soit responsable de la
phosphorylation sur tyrosine survenant pendant I'immunoprécipitation. L’ajout d'un
inhibiteur spécifique du PDGFR au tampon de lyse, comme le D-64406
((5-Hydroxy-1H-2-indolyl)(1H-2-indolyl)-methanone, (138)), devrait donc empécher
cet événement de phosphorylation. Cette hypothése propose cependant I'existence
d’autres sites de phosphorylation sur tyrosine d’APS a la suite de I'activation du
PDGFRp. Il est possible que ces sites aient une cinétique de phosphorylation

différente de la tyrosine 546, de sorte gu'a dix minutes de stimulation, leur mutation
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ne produise pas de changement dans l'intensité de la phosphorylation sur tyrosine
détectée. L'étude de la phosphorylation sur tyrosine des mutants de Myc-APS a
différents temps de stimulation du PDGFRP pourrait aider a l'identification de ces
sites secondaires. De plus, I'ajout de D-64406 au tampon de lyse, en inhibant
Pactivité tyrosine kinase durant I'immunoprécipitation, permettra de détecter les
variations réelles de niveau de phosphorylation sur tyrosine des différents mutants
de Myc-APS. Par la combinaison des mutations des tyrosines ainsi identifiées, les

sites de phosphorylation d’APS par le PDGFRP activé pourront étre confirmés.

L'immunobuvardage anti-Myc sur les extraits cellulaires totaux démontre que
Myc-APS Y546F, malgré I'absence de phosphorylation sur tyrosine, a subi d’autres
modifications post-traductionnelles, suggérant qu’APS soit phosphorylée sur
sérine/thréonine dans les voies du PDGFRP (Figure 10D). D'ailleurs, ia sérine 598
de hAPS est dans un consensus de phosphorylation par Akt (R/K-x-R/K-xx-S/T, (139)),
une source possible de phosphorylation d'APS. De plus, son patron de migration
rappelle celui de SH2-B a la suite de sa phosphorylation sur sérine et thréonine,
entre autres par les kinases de la voie MAPK Erk activées par le NGF (563). De plus,
la phosphorylation sur sérine/thréonine de SH2-Bf} dans les voies du PDGF a déja
été montrée (45). Comme une certaine redondance fonctionnelle entre les deux
protéines a déja été établie (17), les modifications post-traductionnelles d’APS dans
les voies du PDGFRp incluent fort probablement la phosphorylation sur

sérine/thréonine.

L’identification d’'un nouveau site de phosphorylation sur tyrosine d’APS suggére
une fonction de protéine adaptatrice variable selon le récepteur activé. Il a été
montré que la phosphorylation de la tyrosine 629 d'APS par le récepteur de
I'insuline crée un site de recrutement de Cbl. La phosphorylation de la tyrosine 546
par le PDGFRp propose une autre fonction d’/APS dans les voies de ce récepteur.
Nous avons montré que la phosphorylation sur tyrosine d'une protéine d’environ
95 kDa par le PDGFRB dans l'immunoprécipitation de SHP-2 est permise par
'expression d’APS (Figure 15). li sera intéressant de tester la nécessité de la
phosphorylation d’APS sur sa tyrosine 546 dans la phosphorylation de cette
protéine. Si Myc-APS Y546F ne peut plus permetire la détection de cette
phosphoprotéine dans l'immunoprécipitation de SHP-2, cela démontrera que la
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tyrosine 546 est, elle aussi, un site de recrutement de protéines possédant un
domaine SH2. Dépendamment de la tyrosine d’APS phosphorylée, les complexes
de signalisation qui seront formés varieront donc possiblement d'un récepteur

membranaire a un autre.

Il a été montré gu’APS est un oligomeére constitutif in vivo (55). La dimérisation
constitutive du domaine SH2 d'APS permet de détecter son oligomérisation in vitro
(3) et in vivo (13). La dimérisation du domaine SH2 de rAPS est compromise par le
remplacement du tryptophane hydrophobe conservé de I'hélice o C-terminale par
une histidine (13). Nos résultats démontrent que le tryptophane 483 du domaine
SH2 de hAPS n'est pas essentiel a son oligomérisation constitutive in vivo
(Figure 11). En effet, Myc-APS W483H co-immunoprécipite avec Flag-APS W483H.
Il est donc possible que la mutation de ce tryptophane de hAPS, contrairement a
rAPS, ne détruise pas la dimérisation du domaine SH2. Cette hypothése pourra étre
verifiée en étudiant la co-immunoprécipitation de Myc-APS 1-632 W483H avec le
domaine SH2 W483H, isolé et étiqueté avec Flag. Ce résultat suggére aussi qu'il
existe d’autres déterminants d'oligomérisation dans la structure d’APS. Parmi les
candidats potentiels, il est possible que son domaine N-terminal et que sont
domaine PH soient impliqués. Il a été montré que SH2-B existe elle aussi en
oligomére constitutif in vivo (55). A l'aide de mutants tronqués de SH2-B, il a été
montré que son domaine N-terminal est nécessaire et suffisant pour obtenir son
oligomérisation. De plus, son domaine N-terminal est essentiel a la fonction
physiologique de SH2-B, suggérant que son oligomérisation est essentielle a sa
fonction. L’importance du domaine N-terminal d’APS dans son oligomérisation n'a
pas été étudiée. Par contre, il a été rapporté que I'ablation de son domaine N-
terminal empéche l'inhibition de I'activité transcriptionnelle de STATS par APS dans
les voies du récepteur de I'érythropoiétine (7). Ces éléments suggérent donc la
possibilité que le domaine N-terminal d’APS soit impliqué dans son oligomérisation
in vivo et que celle-ci soit nécessaire a sa fonction physiologique. L’autre domaine
d’APS candidat pour permettre son oligomérisation est le domaine PH. En effet, il a
été montré que ie domaine PH d’'Akt est un déterminant suffisant et essentiel de son
oligomérisation (140). L'étude de I'implication du domaine N-terminal et du domaine
PH d’APS dans son oligomérisation constitutive in vivo pourra étre effectuée en

vérifiant si Myc-APS 1-632 co-immunoprécipite avec chacun de ces domaines,
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isolés et étiquetés avec Flag. A l'aide de ces renseignements, il sera possible
d’obtenir un mutant d’APS dans lequel tous les déterminants de son oligomérisation
seront modifiés de fagcon a I'empécher. Ce mutant pourra servir a 'étude de

l'importance fonctionnelle de [I'oligomérisation constitutive in vivo d’APS, par

exemple dans les voies du PDGFR}.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu caractériser la fonction d’APS dans les
voies de signalisation du PDGFRp. Pour ce faire, nous avons procédé a un criblage
de partenaires possibles d’interaction d’APS hyperphosphorylée par GST-SH2 puli
down. Nous avons démontré que I'hyperphosphorylation de Myc-APS dans les
293.T traitées au pervanadate permet son association avec les deux domaines SH2
de p85a (Figure 12). Ce résultat suggére que la phosphorylation d’APS par des
PTK exprimées dans les 293.T permet son association & p85a. Ce résultat peut
sembler paradoxal avec le fait que nous n'avons pu détecter de co-
immunoprécipitation entre Myc-APS et Flag-p85a dans les voies du PDGFRf. Ce
paradoxe peut étre résolu par I'existence d'une ou plusieurs tyrosines d’APS n'étant
pas phosphorylées a la suite de I'activation du PDGFRB mais étant phosphorylées
par le traitement au pervanadate. Cette optique suggére que la co-
immunoprécipitation d’APS et de p85a soit possible dans d'autres voies de
signalisation permettant la phosphorylation de la ou des tyrosines phosphorylées
suite au traitement par le pervanadate. Il est probable que ce paradoxe aurait pu
étre évité par une stimulation par le PDGF-BB du PDGFRP co-transfecté avec
Myc-APS.

Nos résultats suggérent fortement une fonction d’APS dans la régulation négative
de lactivitté PI3K dans les voies de signalisation du PDGFRpB. Nos résultats
démontrent I'existence de trois niveaux possibles de régulation, premiérement par la
diminution de I'association de p85c avec le PDGFRp, deuxiemement par la
diminution de la phosphorylation sur tyrosine de p85«a dans les voies du PDGFR} et
troisiémement dans la diminution de I'association de SHP-2 avec p85a. & ia suite de
l'activation du PDGFRp (Figures 13 et 14). Chacun de ces effets de I'expression
d’APS dans les voies du PDGFRB permet, en accord avec la documentation

scientifique, de proposer qu'APS diminue I'activation de la PI3K par le PDGFR}.
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Il a été montré que la relocalisation de la sous-unité catalytique p110 de la PI3K du
cytosol vers la membrane par son association & des protéines membranaires
conduit a l'augmentation de lactivité PI3K cellulaire. De plus, la liaison de
phosphotyrosines présentes, par exemple, sur un RTK, par les deux domaines SH2
de la sous-unité régulatrice p85a augmente davantage I'activation de la PI3K
(134,141,142). Nous montrons que la co-expression d’APS diminue la co-
immunoprécipitation du PDGFRp avec Flag-p85a, alors que I'activation du PDGFRf
dans les extraits cellulaires totaux est comparable (Figure 13B). Ceci démontre que
la diminution d’interaction entre la sous-unité régulatrice p85u et le PDGFRf ne
dépend pas de la diminution de l'activation du récepteur, mais plutét d'une
diminution de I'association de p85a avec le récepteur. Ceci suggére la diminution de
la relocalisation de Ia PI3K vers la membrane ainsi que la diminution de la liaison de
phosphotyrosines par p85c, appuyant, par le fait méme, que la co-expression
d’APS conduit & une diminution de l'activation de la PI3K par le PDGFRB. En
microscopie a fluorescence indirecte, il devrait donc étre possible de démontrer que,
dans les 293.T exprimant APS, la relocalisation de la PI3K & la membrane cellulaire

a la suite de I'activation du PDGFR est plus faible qu'en I'absence d’APS.

Il a été montré que p85a. est recrutée aux tyrosines 740 et 751 du PDGFR par ses
deux domaines SH2 (56,87,88). Nos résultats appuient qu’APS est recrutée par son
domaine SH2 a la tyrosine 763 du PDGFRP (Figure 9). Etant donné que ces
tyrosines sont toutes localisées dans la méme région et gu'aucune interaction de
Myc-APS et Flag-p85c n'a été détectée, nous proposons que la diminution du
recrutement de p85a au PDGFR lorsque APS est co-exprimée soit la conséquence
d’'une compétition indirecte par encombrement stérique des deux protéines. Cette
hypothése implique que la tyrosine 763 du PDGFRp est essentielle pour qu’APS
puisse diminuer I'association de p85a au PDGFRp. Cette hypothése pourra étre
vérifiée en comparant 'association de Flag-p85c avec le PDGFRp sauvage et

Y763F en présence et en absence d’APS.
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Nos résultats suggerent donc un premier niveau de régulation négative de
'activation de la PI3K dans les voies du PDGFRP par APS a la suite d’'une
compétition de liaison au récepteur par un encombrement stérique entre p85a et
APS. Nos résultats démontrent que la diminution de I'association de p85c au
PDGFRp est en corrélation avec une diminution de sa phosphorylation sur tyrosine
(Figure 13B). Nos résultats suggérent donc que cet encombrement stérique soit
impliqué dans la diminution de la phosphorylation sur tyrosine de p85c dans les
voies du PDGFRp. Cette diminution de la phosphorylation sur tyrosine de p85a
définit un deuxiéme niveau possible de régulation négative de I'activation de la PI3K
par APS dans les voies du PDGFR. Il a été montré que ie PDGFRf phosphoryle
p85a sur la tyrosine 508 (89). Le mutant p85c Y508F ne démontre aucune
modification quant a P'activité PI3K associée. Cependant, au moins un autre site de
phosphorylation sur tyrosine in vivo par le PDGFRp existe (89). Parmi les sites de
phosphorylation in vivo de p85a rapportés, la phosphorylation de la tyrosine 688
joue un role dans [lactivation de la PI3K (130). Il a été montré que la
phosphorylation de cette tyrosine, située dans le domaine C-SH2 de p85a, permet
une interaction intramoléculaire avec le domaine N-SH2 qui conduit a I'activation de
la PI3K. Il est donc possible que la diminution de la phosphorylation sur tyrosine de
p85a par le PDGFRB lors de la co-expression d’APS diminue I'activation de la PI3K.
La diminution de la phosphorylation sur tyrosine de p85a lorsque APS est co-
exprimée peut donc étre un second niveau de régulation negative par APS de
I'activation de la PI3K dans les voies du PDGFR}.

Il serait intéressant de confirmer que la tyrosine 688 de p85a est un second site de
phosphorylation sur tyrosine par le PDGFRpB. Pour ce faire, nous suggérons de
comparer les cartes de migration bidimensionnelle des phosphopeptides de p85a
sauvage et Y688F, & la suite de leur phosphorylation in vivo par le PDGFRp et de
leur trypsination. Si la tyrosine 688 est phosphorylée in vivo a la suite de I'activation
du PDGFRp, sa mutation devrait entrainer la disparition d'au moins un des
phosphopeptides. 1l sera aussi intéressant de vérifier si, @ cause de la co-expression
d’APS, la phosphorylation du phosphopeptide contenant la tyrosine 688 diminue
suite a l'activation du PDGFR}.
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L'importance de SHP-2 pour lactivation de la voie PI3K/Akt et [linhibition
conséquente de I'apoptose a été montrée dans les voies de 'EGF, de I''GF-1, du
PDGF et de v-Src (118-120). Alors que la co-immunoprécipitation de SHP-2 et de
p85c. a été montrée dans les voies du GM-CSF, de I'lL-2, de T'lL-3 et de 'EGF
(119,122,123), elle n’'a jamais été montrée dans les voies du PDGFRf. Nos
résultats démontrent que I'activation du PDGFRP induit la co-immunoprécipitation
de SHP-2 avec Flag-p85a (Figure 14). Nos résultats supportent que I'association
de SHP-2 avec Flag-p85a dépende uniquement de la phosphorylation sur tyrosine
de Flag-p85a par le PDGFRP. Tout d’abord, nous montrons que ['activation du
PDGFRPB conduit a lapparition d'un doublet de SHP-2, la bande de poids
moléculaire apparent supérieur étant phosphorylée sur tyrosine (Figure 14). Nous
détectons la co-immunoprécipitation des deux bandes de SHP-2 avec Flag-p85«,
montrant que fa phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 n'est pas essentielle a cette
interaction. Aussi, nous montrons que la co-expression de Myc-APS diminue la co-
immunoprécipitation de SHP-2 avec Flag-p85a. (Figure 14). Or, la co-expression de
Myc-APS ne change pas le niveau de phosphorylation sur tyrosine de SHP-2, mais
diminue la phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85a. (Figures 13 et 15). Il semble
donc que linteraction entre SHP-2 et Flag-p85a dépende du niveau de
phosphorylation sur tyrosine de Flag-p85ca. Ainsi, nos résultats démontrent que les
déterminants de I'association de SHP-2 et de p85a dans les voies du PDGFRp sont
la phosphorylation sur tyrosine de p85a et sa liaison par un ou les deux domaines
SH2 de SHP-2.

Nos résultats, en paralléle avec la documentation scientifique, appuient aussi que
Vinteraction de SHP-2 avec p85a soit I'explication moléculaire a l'importance de
SHP-2 dans l'activation de la voie PI3K/Akt. Lorsque I'association de SHP-2 avec le
PDGFRp est empéchée par la mutation de tyrosines du PDGFRB, I'activation de la
PI3K n'est pas compromise (121). Or, dans de telies conditions, SHP-2 n’est pas
phosphorylée sur tyrosine, mais son association a d’autres protéines par ses
domaines SH2 n'est pas empéchée. Plusieurs études utilisent un mutant tronque de
SHP-2 n'ayant plus de domaine N-SH2 pour montrer que SHP-2 est impliquée dans
I'activation de la voie PI3K/Akt (118,119). L'ablation d’'un domaine SH2 de SHP-2
empéche son recrutement a ses partenaires d’interaction. En somme, l'interaction
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de SHP-2 avec le PDGFRP et sa phosphorylation sur tyrosine ne sont pas
nécessaires a sa fonction dans la voie PI3K/Akt, mais son domaine N-SH2 est
essentiel. Or, nous démontrons que linteraction entre SHP-2 et p85a implique au
moins un domaine SH2 de SHP-2. Bref, lorsque l'interaction de SHP-2 avec p85a.
est empéchée, SHP-2 ne régule plus 'activité PI3K. La somme de ces informations
fournit par le fait méme une base moléculaire pour expliquer I'importance de SHP-2
dans la régulation de I'activité PI3K dans les voies du PDGFRB. Il semble en effet
probable que [I'association de SHP-2 a la sous-unité régulatrice p85c est
responsable, au moins en partie, de I'importance de SHP-2 pour I'activation de la
PI3K dans les voies du PDGFRf. Notons que lorsque SHP-2 ne peut plus interagir
avec le PDGFRP a cause de mutations des tyrosines la recrutant, son domaine
phosphatase n’est pas activé (114), suggérant que l'activité cataiytique de SHP-2
n'est pas nécessaire a sa fonction dans la régulation de I'activité PI3K.

Un troisiéme et dernier niveau possible de régulation négative de I'activation de la
PI13K par APS est donc démontré par la diminution de la co-immunoprécipitation de
SHP-2 avec Flag-p85a dans les voies du PDGFRp. En effet, lorsque APS est co-
exprimée, la co-immunoprécipitation de SHP-2 avec p85a dans les voies du
PDGFRSf est diminuée (Figure 14). La diminution de la phosphorylation sur tyrosine
de p85a. par la co-expression d’APS peut donc avoir un effet sur 'activité PI3K en
modulant I'interaction de SHP-2 avec p85a. Notons, maigré le fait qu'APS et SHP-2
soient toutes deux recrutées a la tyrosine 763 du PDGFR, I'absence de diminution
de phosphorylation sur tyrosine de SHP-2 lorsque APS est co-exprimée (Figure
15). Ceci s'explique par le fait que SHP-2 s’associe aussi avec une autre tyrosine du
PDGFRB, la tyrosine 1009 (113). Ainsi, APS ne peut pas entrer en compétition avec
SHP-2 pour son association au récepteur activé. Il pourrait donc étre attendu que
leur co-immunoprécipitation soit permise par leur recrutement simultané au
PDGFRp, ce qui n'a pas été détecté. Il est possible qu'APS et SHP-2 interagissent
avec des fractions distinctes du PDGFRP. Il est aussi probable, étant donne la faible
quantité de PDGFRp co-immunoprécipité avec Myc-APS, que linteraction d’APS
avec le PDGFRP soit transitoire et ne permette pas la co-immunoprécipitation de
SHP-2 et ’APS.
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Nos résultats permettent donc de proposer un mécanisme par lequel APS peut
diminuer I'activation de la PI3K dans les voies du PDGFRp. Premiérement, dans ce
modéle, le recrutement dAPS a la tyrosine 763 du PDGFRpB produit un
encombrement stérique interférant avec le recrutement de p85a aux tyrosines 740
et 751 du PDGFRp. Cette diminution de la relocalisation membranaire de la PI3K et
de l'association des deux domaines SH2 de p85a au récepteur est un premier
niveau de régulation par APS de [l'activation de la PI3K par le PDGFR.
Deuxiémement, la diminution de I'association de p85a avec le PDGFRf conduit
aussi a la diminution de sa phosphorylation sur tyrosine. |l est probable que cette
diminution de phosphorylation affecte une tyrosine régulant la PI3K, comme par
exemple, la tyrosine 688. Troisiemement, la diminution de la phosphorylation sur
tyrosine de p85a lors de la co-expression d’APS diminue son association avec
SHP-2. Plusieurs éléments de preuves permettent de croire que l'effet positif de
SHP-2 sur l'activation de la PI3K dans les voies du PDGFRpB dépend de cette
interaction. Donc, APS joue potentiellement un rdle négatif sur 'activation de la

PI3K par le PDGFR} a trois niveaux de régulation différents.

La co-immunoprécipitation réciproque entre Myc-APS et Flag-p85a ainsi qu'entre
Myc-APS et SHP-2 n'a pas été détectée. || semble donc qu'APS n'interagit pas avec
ces protéines pour conduire aux effets observés. Ceux-ci découlent donc
probablement tous de la compétition par encombrement stérique entre APS et p85a
pour leur association au PDGFRB. Si tel est le cas, la co-expression de Myc-APS
SH2 ko devrait empécher APS de produire ces effets et, au contraire, la co-
expression de Myc-APS Y546F ne devrait pas influencer les effets observés. Il sera
donc intéressant, dans le but de confirmer le mécanisme propose, de comparer les
effets de Myc-APS wt, SH2 ko et Y546F sur les effets étudiés, soit la diminution de
I'association de p85a au PDGFR, la diminution de la phosphorylation sur tyrosine
de p85a a la suite de I'activation du PDGFRf et la diminution de I'association de
SHP-2 avec p85a dans les voies du PDGFRf. De plus, la notion de compétition
implique que l'effet d’APS sur le recrutement de p85a dépendra du récepteur activé,
la condition d’encombrement stérique entre p85a et APS devant étre respectée.

Cette condition implique que, par exemple, APS n’aurait probablement pas d’effet
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sur le recrutement de p85a a c-Kit. En effet, il a été montré que les tyrosines 568 et
936 de c-Kit sont essentielles a I'association d’APS au récepteur (15) et que c'est la
tyrosine 719 de c-Kit qui est essentielle au recrutement de la PI3K (143,144). A la
condition que ces tyrosines ne soient pas rapprochées par la structure tertiaire du
récepteur, la possibilité d'un encombrement stérique est éliminée. L’'absence d'un
effet de la co-expression d’APS sur I'association de p85a a c-Kit appuierait

davantage notre interprétation des résultats et le mécanisme proposé.

Si APS semble jouer un réle indirect dans la régulation de I'association de p85a au
PDGFRB, dans la phosphorylation sur tyrosine de p85a et dans I'association de
SHP-2 avec p85a dans les voies du PDGFRp, nos résultats suggérent aussi une
fonction directe d’APS comme protéine adaptatrice dans ces voies. En effet, nous
avons montré que la phosphorylation sur tyrosine d'une protéine d’environ 95 kDa,
qui n'est pas Gab2, a la suite de I'activation du PDGFRp dépend de I'expression
d’APS (Figure 15). En effet, cette phosphoprotéine n'est détectée, dans les
immunoprécipitations anti-SHP-2, que lorsque APS est exprimée. Comme APS est
absente du complexe immunoprécipité, ce n'est pas le recrutement de cette
protéine a SHP-2 qui est permis par APS, mais plutét sa phosphorylation sur
tyrosine. Ce résultat suggére donc qu’APS est une protéine adaptatrice permettant
la phosphorylation de cette protéine dans les voies du PDGFRp. Afin d’éclaircir le
mécanisme par lequel APS permettrait la phosphorylation de cette protéine, il serait
intéressant de voir si la co-expression de Myc-APS wt, SH2 ko et Y546F maodifie la
présence de cette phosphoprotéine dans le complexe immunoprécipité avec SHP-2.
Si APS joue réeliement un réle de protéine adaptatrice pour le recrutement de cette
protéine au PDGFRf, on peut s’attendre a ce que l'inactivation du recrutement
d’APS au PDGFRP (SH2 ko) ainsi que le retrait du site principal de phosphorylation
d’APS par le PDGFRp (Y546F) empéche la détection de cette pp95.

Il sera aussi intéressant de répéter nos résultats et de confirmer le mécanisme que
nous proposons dans un modéle celiulaire exprimant au niveau endogéne les voies
de signalisation du PDGFRf, comme les NIH 3T3. Ce modéle pourra de plus servir
a la confirmation de la régulation négative de I'activation de la PI3K dans les voies

de signalisation du PDGFRp lors de la co-expression d’APS. Cette diminution de
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I'activité PI13K conduirait a la diminution de diverses réponses de ces cellules au
PDGF-BB, comme les signaux de survie, la croissance, la transformation cellulaire
et la réorganisation du cytosquelette d’actine pour la migration celiulaire. Pour
vérifier la diminution de I'activation de la PI3K par le PDGFRf lorsqu’APS est co-
exprimée, nous suggérons de quantifier I'activation d'une enzyme en aval de la
PI3K, comme Akt, le médiateur des effets anti-apoptotiques de la PI3K. Akt est une
sérine/thréonine kinase dont I'activité enzymatique, régulée par la PI3K, conduit a la
phosphorylation et a I'inhibition de diverses protéines (82,145). Nous proposons de
doser, par immunobuvardage Western a l'aide d’anticorps phosphospécifiques, le
niveau de phosphorylation in vivo d’'un substrat d’Akt. Par exemple, il est possible
de doser le niveau de phosphorylation de la sérine 9 de la GSK-3f, un substrat

physiologique bien caractérisé d'Akt (146,147).

La position centrale d’Akt dans le controle de réponses cellulaires importantes,
comme Finhibition de I'apoptose, fait d’elle un proto-oncogéne. A l'origine, il a été
montré que la forme virale constitutivement active v-Akt induit la formation de
tumeurs chez les souris « nude » (148). L'amplification des génes AKT1 et AKT2
chez I'humain a été retrouvée dans des carcinomes ovariens ainsi que dans des
adénocarcinomes gastriques (149,150). L’activation d’Akt a aussi été démontrée
comme faisant partie du processus de formation et d'invasion des tumeurs de la
glande thyroide (151). Il a aussi été montré que I'activation d'Akt, en permettant aux
cellules cancéreuses d'échapper & l'apoptose, est en corrélation avec l'agressivité
des tumeurs et la résistance de celles-ci a la chimiothérapie (152). En effet,
plusieurs agents chimiothérapeutiques agissent en induisant I'apoptose. Il a été
montré que I'activation d’Akt promeut ia tumorigénése et la résistance a ces agents
(153). A la lumiére de ces informations, il est peu surprenant qu’Akt soit une cible
potentielle majeure dans le développement de nouvelles thérapies contre le cancer
(154).

Le réle du PDGFRp dans la transformation celiulaire est bien connu. Sa stimulation
par un mécanisme autocrine serait d’ailleurs une étape limitante dans la genése de
certains cancers, comme les gliomes et les sarcomes. Comme nos résultats
suggérent qu’APS diminue I'activation de la PI3K dans les voies de ce récepteur, il
est possibie que I'expression d’APS diminue 'activité de la voie PI3K/Akt dans les
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tissus exprimant le PDGFRf. Ceci impliquerait alors que ces tissus seraient plus
sensibles a l'apoptose et moins sujets a développer des tumeurs agressives,
invasives et résistantes aux agents chimiothérapeutiques. Il pourrait donc étre
intéressant de regarder la corrélation entre [|'expression d’APS et les

caractéristiques des tissus sains et cancéreux co-exprimant le PDGFRB.



5. Conclusion
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Nos résultats confirment qu'APS est un substrat du PDGFRB. Nous avons aussi
caractérisé davantage l'interaction d’APS avec le PDGFRP. Nous avons confirmé
que la tyrosine 763 du PDGFRJ est un site d’association d'APS in vivo. Cependant,
I'association d'’APS a la tyrosine 763 du PDGFRP n'est pas essentielle a la
phosphorylation sur tyrosine d’APS. Nous démontrons ainsi I'existence d'autres
sites d'association d’APS avec le PDGFRp. Il a déja été montré que le domaine
SH2 d’APS est suffisant pour I'interaction avec le PDGFRp. Nos résultats suggérent
fortement que le domaine SH2 d’APS est, de plus, essentiel & son association au
récepteur. En outre, le domaine SH2 d'APS est aussi fort probablement essentiel a
sa phosphorylation sur tyrosine a la suite de I'activation du PDGFRB. Nous avons
aussi identifié la tyrosine 546 d'APS comme étant un site principal de
phosphorylation sur tyrosine a la suite de I'activation du PDGFRf. De ce fait, nous
rapportons l'identification d’'un nouveau site de phosphorylation sur tyrosine d’APS.
Cette donnée suggére que la fonction de protéine adaptatrice d’APS puisse varier
selon les voies de signalisation, dépendamment de la tyrosine phosphorylée. Nos
résultats démontrent que I'activation du PDGFRP entraine plusieurs modifications
post-traductionnelles d’APS, suggérant des événements de phosphorylation sur
sérine/thréonine. Nous montrons que la phosphorylation sur tyrosine d’APS n'est
pas essentielle a ces modifications. Il a ét¢ montré que la dimérisation du domaine
SH2 d'APS est suffisante pour permettre I'oligomérisation constitutive d’APS in vivo.
Nos résultats suggérent cependant que la dimérisation du domaine SH2 d’APS n’est
pas essentielle a cette oligomérisation. Nous proposons donc I'existence d'autres

déterminants d’oligomérisation chez APS.

Nous avons par la suite caractérisé d’avantage la fonction d’'APS dans les voies du
PDGFRp. Nous avons débuté ce volet par I'identification de partenaires d’interaction
possibles d’APS. Nous avons montré qu’APS hyperphosphorylée interagit in vitro
avec les deux domaines SH2 de la sous-unité régulatrice p85a de la PI3K. Nos
résultats démontrent que la co-expression d’APS conduit & une diminution de
I'association de p85c avec le PDGFRp. Il est probable que cet effet soit di a une
compétition indirecte, par encombrement stérique entre les deux protéines, pour

leur association au PDGFRB. Nous montrons aussi que la co-expression d’APS
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diminue la phosphorylation sur tyrosine de p85o. a la suite de l'activation du
PDGFRp, probablement a cause de la diminution de son association au PDGFRp.
Nous démontrons I'existence d’une nouvelle interaction protéique dans les voies du
PDGFRB. En effet, nous montrons que SHP-2 et p85a. s’associent dans les voies de
ce récepteur et que cette association est dépendante de la phosphorylation sur
tyrosine de p85c. La co-expression d’APS, en diminuant la phosphorylation sur
tyrosine de p85a, module donc négativement I'association de SHP-2 avec p85c.. Il a
été montré que I'activation de la PI3K dépend de sa relocalisation a la suite de son
association avec des protéines membranaires et que I'association des domaines
SH2 de p85c. a des phosphotyrosines augmente son activité. Il a aussi été montré
qgue la phosphorylation de certaines tyrosines de p85a permet ['activation de la
PI3K. De plus, plusieurs éiéments appuient que l'association de SHP-2 a p85a
permette un effet positif de SHP-2 sur l'activation de la PI3K. Nos résultats
suggerent donc qu'APS module de fagon négative I'activation de la PI3K dans les
voies du PDGFRp. Cette modulation négative de la PI3K est candidate pour jouer
un role physiologique important dans le processus de tumorigénése dépendant du
PDGFRB. En effet, la PI3K contrdle les signaux de survie cellulaire par la
modulation de I'activité du proto-oncogéne Akt, dont I'activation permet aux cellules
cancéreuses d’'esquiver I'apoptose. En plus de ces effets sur p85c, nos résultats
démontrent aussi qu’APS a une fonction de protéine adaptatrice dans les voies du
PDGFRB. En effet, nous démontrons qu'une phosphoprotéine d’environ 95 kDa
n'est détectée dans les immunoprécipitations contre SHP-2 que lorsque APS est
exprimée. APS n'est pas détectée dans le complexe immunoprécipité. Ceci exclue
donc qu'APS permette son association a SHP-2 et suggére plutdt que la
phosphorylation de cette protéine soit permise par I'expression d’APS, impliquant un
réle de protéine adaptatrice d’APS dans les voies du PDGFRp. Mis ensembles, nos
résultats démontrent un rble de la protéine adaptatrice APS dans les voies de
signalisation du PDGFRp et suggérent une fonction dans la régulation de l'activité
PI3K dans cette voie.
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