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« Le commencement de toutes les sciences, c'est I'étonnement de ce que les choses sont ce qu'elles sont. »
Aristote

"Si le chercheur allait a son travail sans aucune opinion précongue, comment serait-il capable de choisir ces
faits, parmi l'immense abondance de [’expérience la plus complexe, et seulement ces faits qui sont assez
simples pour permettre que les connections aux régles soit évidentes ?"

Albert Einstein (1879-1955)

“Of science and the human heart, There is no limit ”’
U2 (Miracle Drug)
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Abréviations

4EBP1 : elF4E Binding Protein-1

6-PF2-K : 6-phosphofructo-2-kinase

ACK : Activated Cdc42-associated Kinase
AGC : cAMP,cGMP, Ca2+ induced Kinases
AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
AMPK : AMP Kinase

APE : Akt phosphorylation enhancer

aPKC : atypical Protein Kinase C

APPL1 : Adaptor protein containing PH domain, PTB
domain and Leucine zipper motif

Arf : ADP ribosylation factor

ArgBP2 : Arg-binding protein 2

Arp2/3 : Actin-related protein 2/3

AS160 : Akt Substrate of 160 kDa

ASA4T : Akt Substrate 47 kDa

ASK1 : Apoptosis Signal-regulating Kinase 1
BAR : Bin, Amphiphysin, Rvs

Bcr : Breakpoint Cluster Region

BCR : B-Cell Receptor

BH : Bcr Homology

Bim : Bcl-2 interating mediator of cell death
BORG : Binder Of Rho GTPases

Btk : Bruton Tyrosine Kinase

C1 : Protein kinase C conserved region 1

C2 : Protein kinase C conserved region 2, : Protein kinase

C conserved region 2

Cdc42 : Cell division cycle 42 homolog

CDK : Cyclin Dependent Kinase

CDKI : Cyclin Dependant Kinase Inhibitor

CH : Calponin Homology

CIS : Cytokine Inducible SH2-containing protein).
CK2 : Casein Kinase 2

CLIP170 : Cytoplasmic LInker Protein 170
COMT : Centre Organisateur de Microtubule
CREB : Cyclic AMP Response Element Binding protein
CRH : Cytokine Receptor Homology

CRIB : Cdc42/Rac Interactive Binding

CRMP 2 : Collapsin Response Mediator Protein 2
CRP : Complement Regulatory Protein

CTMP : C-Terminal Modulator Protein

DAG : Diacylglycérol

Dbl : Diffuse B-cell lymphoma

DH : Dbl Homology

DHRL1 : DOCK 180 Homology Region 1
DHR2 : DOCK 180 Homology Region 2
DNA-PK : DNA Protein Kinase

DOCK 180 : Dedicator of Cytokinesis 180

EB1/APC : End-Binding protein 1/Adenomatous
Polyposis Coli

EGF : Epidermal Growth Factor, : Epidermal Growth
Factor

EH : Eps15-Homology

ELMO : Engulfment and cell motility)

eNOS : endothelial Nitric Oxyde Synthase
ENTH : Epsin N-Terminal Homology

ERM : Ezrin Radixin Moesin, : Ezrin Radixin Moesin
ESS : Extended SH2 Subdomain

Etk : Epithelial and endothelial tyrosine kinase
FADD : FAS-Associated Death Domain protein
FAK : Focal Adhesion Kinase

FNR 111 : Fibronectin type 111 Repeat

Ftl : Fused toes 1

FYVE : Fab-1, YGL023, Vps27, and EEAl
Gab2 : Grb associated binder 2

GAP : GTPase Activating Protein

GDI : Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor
GDP : Guanosine DiPhosphate

GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor
GLUT4 : Glucose Transporteur 4

GMPPNP : Guanosine-5'-(beta gamma-
imino)triphosphate

GPI : Glycosyl Phosphatidyl Inositol
Grb : Grouth factor Receptor Bound
GRP1 : General Receptor for Pl

GSK3p : Glycogen Synthase Kinase 3(7, : Glycogen
Synthase Kinase 33

GTP : Guanosine TriPhosphate

HM : Hydrophobic Motif

HR1 : Homology Region 1

Hsp : Heat Shock Protein

ICAM : Intercellular Cell Adhesion Molecule
IEL : Intraepithelial Lymphocytes

Ig : Immunoglobulines
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IL-15 LSP : IL-15 Long Signal Peptide

IL-2Rp : Interleukin 2 Receptor

ILK : Integrin-Linked Kinase

IMPDH : Inosine-5" Monophosphate Déhydrogenase
IQGAP : 1Q motif containing GAP homologue
IRAP : Insulin-Responsive Amino Peptidase

IRS : Insulin Receptor Subunit

ITIM : Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif
Itk : Inductible T cell Kinase

kK : 1kB Kinase

JAK :Janus Kinase

JH : Janus Homology

JIP1 : JNK Interacting Protein 1

JNK : c-Jun N-Termniale Kinase

KIR : Kinase Inhibitory Region

LIMK : LIM Kinase

LPA : Lysophosphatidic Acid

LZ : Leucine Zipper

MAL : Megakaryocytic Acute Leukemia

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
MAPKAP-K2 : MAPK Activated Protein Kinase 2
MAPKKK : MAP Kinase Kinase Kinase

MAST?205 : Microtubule-Associated Serine/Threonine
kinase

MBP : Myelin Basic Protein

mDial murine Diaphanous formin 1
Mdm2 : Murine double minute 2
MEC : Matrice extracellulaire

MEK : MAPK/ERK Kinase

MEKK4 : MAP/ERK Kinase Kinase 4
MKP : MAPK Phosphatases

MLC : Myosin Light Chain

MLCK : MLC Kinase

MLCP : MLC Phosphatase

MLK : Mixed-Lineage Kinase
MMAC1 : Mutated in Multiple Advanced Cancers

MRCK : Myotonic dystrophy kinase-Related Cdc42
binding Kinase

mMTOR : mammalian Target Of Rapamycin

NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Hydrogen

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule
NIK : NFkB-Inducing Kinase

NK : Natural Killer

NO : Nitric Oxyde
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N-WASP : Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
p70%%K : p70 S6 Kinase

P90~k : p90 Ribosomal S6 Kinase

PAK : p21-activated kinase

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PDE3B : Phosphodiesterase 3B

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor

PDK1 : Pl Dependent Kinase 1

PDZ : PSD95/DIgA/Z0-1

PECAM : Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule

PED/PEA-15 : Phosphoprotein Enriched in
Diabetes/Astrocytes 15

PH : Plekstrin Homology

PHLPP : PH Leucine-rich repeat Protein Phosphatase
P1 : Phosphatidylinositol

PI3K : PI 3-Kinase

PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT

PIK : PI Kinase homology

PIKFyve : FYVE domain-containing PI3P 5-Kinase
PIP : Phosphoinositides Phosphates

PIP5K : Phosphoinositide-4-Phosphate 5 Kinase
Pix : PAK-interacting exchange factor

PKB : Protein Kinase B

PLC : Phospholipase C

POSH : Plenty Of SH3

PR : Prolin Rich, : Proline Rich Motif

PRK2 : Protein Kinase C-Related Kinase-2

PTB : PhosphoTyrosine Binding

PTEN : Phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10

PTP : Protein Tyrosine Phosphatase

PTP1B : Protein Tyrosine Phosphatase 1B

Pyk2 : Proline-rich Tyrosine kinase 2

Rab : Ras-related in brain

Rac : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RAC : Related with Protein Kinase A and C Protein
Kinase

Ran : Ras-related in nuclear import and export
Raptor : Regulatory associated protein of mTOR
RBD : Ras Binding Domain

RBD I : Rho Binding Domain type |

Rho : Ras homologous

Rictor : Rapamycin insensitive companion of mTOR
RIP : Receptor Interacting Protein

ROS : Reactive Oxygen Species

RPTP : Receptor Protein Tyrosine-Phosphatase



S1P : Sphingosine 1-Phosphate

SAM : Sterile Alpha Motif

SBE : STAT Binding Elements

SGK : Serum and Glucocorticoid induced Protein Kinase
SH2 : Src Homology region 2

She : SH2-containing collagen-related protein

SHIP : SH2 containing Inosititide 5 Phosphatase

SHP1 : SH2-containing phosphatase 1

SHP2 : SH2 containing phosphatase 2

SOCS : Suppressors Of Cytokine Signaling

SoHo : Sorbin Homology

Sos : Son of sevenless

SRE : Serum Response Element

SRF : Serum Response Factor

STAT : Signal Transducer and Activator if Transcription

Syk : Spleen tyrosyne kinase

Abréviations des Acides Aminés

TCL1 : T-Cell Leukemia 1

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase

Tiaml1 : T-cell lymphoma invasion and metastasis 1
TNF R : Tumor Necrosis Factor Receptor

Toca-1 : Transducer of Cdc42-dependent actin assembly

TRADD : TNF Receptor type I Associated Death
Domain

TRAF2 : TNF-R Associated Factor 2

TRAIL : TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand

Trb3 : Tribble 3

TSC1/2 : Tuberous Sclerosis Complex 1/2

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molécule

Vps34p : Vacuolar-protein-sorting 34 protein

WAVE : WASP family Verprolin-homologous

X-SCID : X linked Severe Combined Immunodeficiency
YAP : Yes-Associated Protein

Code Code
Nom 1 lettre 3 lettres Nom 1 lettre 3 lettres
Alanine A Ala Leucine L Leu
Arginine R Arg Lysine K Lys
Asparagine N Asn Méthionine M Met
Aspartate D Asp Phénylalanine F Phe
Cystéine C Cys Proline P Pro
Glutamate E Glu Sérine S Ser
Glutamine Q Gin Thréonine T Thr
Glycine G Gly Tryptophane w Trp
Histidine H His Tyrosine Y Tyr
Isoleucine I lle Valine \Y Val

Tableau 1 : Abréviations des Acides Aminés
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Avant-Propos






Au sein de I’organisme, les cellules sont en permanence soumises a de nombreux
stimuli issus de leur environnement. La survie cellulaire résulte d’un équilibre de I’intégration
de ces stimuli en signaux de survie et signaux de mort. Un déséquilibre de cette balance peut
aboutir soit a une favorisation des signaux de mort (associée aux maladies dégénératives), soit
a une favorisation des signaux de survie (associée au cancer). La compréhension des
mécanismes qui contrdlent la survie cellulaire est donc un enjeu majeur dans la

compréhension et I’élaboration de traitement pour de nombreuses pathologies.

Depuis plus d’une vingtaine d’années 1’étude des Rho GTPases a permis de mettre en
évidence leur réle central dans la signalisation cellulaire. Ainsi, si leurs implications dans la
régulation du cytosquelette ont été étudiées (et le sont toujours), d’autres fonctions sont
associées aux Rho GTPases, et plus particulierement leurs implications dans le contréle de la
survie cellulaire. Une des voies les plus connues de contrdle de la survie cellulaire est la voie
de signalisation de la Sérine/Thréonine kinase Akt/PKB. Cette voie de signalisation fait
intervenir des lipides membranaires, les Phosphoinositides ainsi que des lipides kinases et
phosphatases, telles que PI3K (Phosphoinositides 3 Kinase), PTEN (Phosphatase and tensin homologue

deleted on chromosome 10) ou SHIP (SH2 containing Inositide 5 Phosphatase).

Le travail de thése exposé dans ce manuscrit, est centré sur 1’étude des GTPases de la
famille Rho via 2 aspects, le premier s’intéresse a la survie cellulaire et le second a la
régulation du cytosquelette dans le cadre d’une pathologie atypique, la leucémie a
Tricholeucocytes. La derniére partie est une étude préliminaire visant a observer in vivo une

structure d’adhérence particuliére, les podosomes.

Dans D’introduction qui suit vous seront expos€s les acteurs principaux de notre
recherche, les GTPases de la famille Rho, les Phosphoinositides, la kinase Akt, et quelques
notions sur la survie cellulaire. L’ensemble de ces données devraient permettre d’aborder les

différents sujets traités dans ce manuscrit avec le plus de facilités possibles.
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Introduction






Section | : Les petites protéines G de la famille Rho

| - La famille des Rho GTPases
A - Généralités

Les petites protéines G ou petites GTPases appartiennent a la grande classe des
protéines capables de fixer le GTP (Guanosine Triphosphate). Contrairement aux autres protéines
G (protéines G hétérotrimériques, EF-Tu, dynamine, ...), elles sont monomériques et de petit
poids moléculaire (entre 20 et 40 kDa). Le prototype de cette superfamille protéique est Ras,
clonée au début des années 80 (Der et al., 1982). Depuis, la superfamille des petites protéines
G s’est agrandie, elle comprend aujourd’hui plus de 150 protéines réparties en 5 familles: Ras,
Rab (Ras-related in brain), Ran (Ras-related in nuclear import and export), Rho (Ras homologous) et Arf
(ADP ribosylation factor) (Figure 1). Elles sont impliquées dans des processus cellulaires
fondamentaux, comme la différentiation et la prolifération cellulaire, I'organisation et la

dynamique du cytosquelette, ou encore les transports intracellulaires.

La superfamille des
GTPases monomeériques

Figure 1: La superfamille des GTPases monomériques. Arbre phylogénétique des protéines de la superfamille

Ras réalisé a partir de la séquence de 85 membres de la famille alignées avec ClustalW.



La famille des Rho GTPases comprend, chez I’homme, 22 génes et au moins 23
protéines (Wherlock & Mellor, 2002; Wennerberg & Der, 2004). Les protéines appartenant a
cette famille sont elles-mémes classées en 7 sous-familles sur la base de leur séquence
primaire. Les GTPases de la famille Rho sont impliquées dans la régulation de nombreuses
fonctions cellulaires telles que 1’organisation du cytosquelette, 1’expression de geénes, la
prolifération cellulaire, le trafic vésiculaire, .... (Tableau 2). Dans cet exposé nous nous
focaliserons principalement sur les GTPases Rho, Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1),

Cdc42 (Cell division cycle 42 homolog).

Comme la plupart les petites protéines G, les Rho GTPases se comportent comme des
interrupteurs moléculaires capables d’osciller entre un état inactif (lié au GDP (Guanosine
Diphosphate)) et un état actif (lié€ au GTP). Cette caractéristique est la conséquence d'un cycle
moléculaire GDP/GTP (detaillé page 10); Figure 3) faisant intervenir des molécules
régulatrices fondamentales dans la biologie des GTPases, les facteurs d’échange GDP/GTP
(GEF : Guanine nucleotide Exchange Factor) et les protéines activatrices de GTPases (GAP : GTPase
Activating Protein). En dehors de ce cycle, il existe une autre classe de régulateurs des petites
protéines G, les inhibiteurs de la dissociation du GDP (GDI : Guanine nucleotide Dissociation
Inhibitor). Dans leur état actif, liées au GTP, les Rho GTPases sont capables d’interagir et
d’activer de nombreuses protéines impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires, elles

sont désignées sous le terme d’effecteurs.
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Expression C-Ter . .
Fonctions Références
Localisation Régulée  Pr Pal
Lo Organisation du cytosquelette (Aspenstrom et al., 2004)
RhoA Ubiquit GG " N ) . e .
© lquitaire Transcription de Génes ; Survie cellulaire ; Prolifération cellulaire (Aznar & Lacal, 2001)
o Prolifération cellulaire (Huang & Prendergast, 2006)
¥ RhoB Ubiquitaire Oui GG/F Oui | Survie cellulaire (Fernandez-Borja et al., 2005)
S’oppose aux effets de RhoA et RhoC (Chen et al., 2000)
RhoC Ubiquitaire GG Transcription (réle dans 'oncogenése) (Clark et al., 2000)
Lo Organisation du cytosquelette (Aspenstrom et al., 2004)
Racl Ubiquitaire GG o . . . e .
q Transcription de genes ; Survie cellulaire ; Prolifération cellulaire (Aznar & Lacal, 2001)
p - Exocytose (Neutrophiles) (Abdel-Latif et al., 2004)
o Rac2 Hématopoiétique GG . . . .
g P q Production d'ions superoxyde (Neutrophiles) (Carstanjen et al., 2005)
Rac3 Cerveau, Ceeur, Pancréas Oui GG Transcription, Survie cellulaire (rble dans I'oncogenése) (Keller et al., 2005)
iy . Active Racl et Cdc42 (Prieto-Sanchez & Bustelo, 2003)
RhoG Ubiquitaire Oui GG ’
q Endocytose (Wennerberg et al., 2002)
Lo Organisation du cytosquelette (Aspenstrom et al., 2004)
Cdc42 Ubiquitaire GG - A . . e .
9 Transcription de génes ; Survie cellulaire ; Prolifération cellulaire (Aznar & Lacal, 2001)
. . Organisation du cytosquelette (Neudauer et al., 1998)
TC10 Cceur, Muscle squelettique F Oui )
g q 9 Elongation neuronale (Tanabe et al., 2000)
O p s .
S . .| Organisation du cytosquelette (Vignal et al., 2000)
TCL Coeur, Poumon, Fo F? (O] )
© ur, Fou ¢ u Croissance neuronale (Abe et al., 2003)
Chp/Wrch-2 | Cerveau, Rate, Testicule - Organisation du cytosquelette (Aronheim et al., 1998)
Wrch-1 Oui GG ? Oui | Organisation du cytosquelette (Tao et al., 2001)
Rnd1 Cerveau, Foie F
© . . (Nobes et al., 1998; Chardin, 2006; Riento
é Rnd2 Cerveau, Testicule E Antagonisent les effets de RhoA et al., 2005)
Rnd3/RhoE | Ubiquitaire Oui F
|ﬂ_3 RhoBTB1 Ubiquitaire =
% RhoBTB2 Cerveau = Contrdle de la prolifération cellulaire ? (ZHO?)r;)aguchl 2l Eley ALIE REWTS CF £l
é RhoBTB3 Ubiquitaire -
o Miro-1 Ubiquitaire - Induction de 'apoptose (Fransson et al., 2003)
S Miro-2 Ubiquitaire - Trafic Mitochondrial (Fransson et al., 2006)
o RhoD ” E Orggnlsatlon du cytosquelette (Gasman et al., 2003)
= Trafic Endosomal (Murphy et al., 1996)
2 RhoF/Rif Ubiquitaire Organisation du cytosquelette (Ellis & Mellor, 2000)
RhoH/TTF Hématopoiétique Oui Régulation négative des autres Rho GTPases (Li et al., 2002a)

Tableau 2 : Les membres de la famille des Rho GTPases et leurs fonctions principales. Ce tableau est un résumé non exhaustif de I’expression, des modifications post-
traductionnelles et des grandes fonctions des Rho GTPases. Abréviations : C-Ter : extrémité C-Terminale ; Pr: Prénylation ; GG : Géranylgéranyl ; F : Farnésyl ; Pal :
Palmoylation.



B - Quelques données structurales

La structure des Rho GTPases est trés conservée, elles sont constituées d’environ 190
acides aminés pour un poids moléculaire de I’ordre de 21 kDa. Elles présentent de 45 a 95%
d’identité entre elles et 30% avec Ras (Wennerberg & Der, 2004). Au niveau structural, les
Rho GTPases sont caractérisées par un domaine G (pour GTPase) et une séquence C-terminale

susceptible de subir des modifications post-traductionnelles.
1-Le domaine G

Les analyses cristallographiques et spectroscopiques de nombreuses protéines G ont
permis de caractériser le domaine GTPase commun a toute la superfamille des petites
protéines G. Dans les Rho GTPases le domaine G représente environ 90% de la protéine (sauf
pour les protéines Miro et RhoBTB). Il est constitué de 5 hélices o (A1-A5), de 6 feuillets
(B1-B6) et de 5 boucles G (G1-G5) (Bourne et al., 1991; Sprang, 1997) (Figure 2). En outre,
le domaine G des Rho GTPases contient une hélice a supplémentaire en C terminale, propre a
la famille, appelée la région « Insert » (position 123-135 dans la séquence de Racl) (Valencia
et al., 1991). Contrairement a la régle générale selon laquelle les régions les plus conservées
des protéines sont les régions impliquées dans des structures secondaires, les régions les plus
conservées du domaine GTPase sont les boucles G1 a G5. Plusieurs études structurales ont
permis de déterminer que ces boucles sont les régions d’interaction entre la GTPase et le

nucléotide (GTP/GDP), les régulateurs et les effecteurs (Paduch et al., 2001).

La liaison au nucléotide est assurée par les boucles G1 a G5. La boucle G1 (position 10-
18) ou P-Loop assure la liaison avec les groupements phosphates o et § du nucléotide. La
boucle G2 (position 25-39) contient une thréonine conservee qui assure la liaison des ions
Mg®*. La boucle G3 (position 58-62) contient des acides aminés assurant la liaison au
groupement phosphate y et aux ions Mg?*. Les boucles G4 (position 84-87) et G5 (position
157-165) assurent la liaison a la guanine (Bourne et al., 1991; Sprang, 1997). Une étude
comparative de la sequence des Rho GTPases a permis de montrer que les boucles G1 et G4
sont plus conservée que les boucles G2 et G3, ce qui pourrait étre la base structurale de la
spécificité des effecteurs et de 1’activité GTPasique des Rho GTPases (Paduch et al., 2001).

La liaison aux effecteurs ainsi qu’aux régulateurs des Rho GTPases dépend
principalement de 2 régions, appelées Switch | (position 25-49) et Switch Il (position 56-76)
(Wei et al., 1997; Ihara et al., 1998). La région Switch | (qui contient la boucle G2), aussi
appelé la «boucle effectrice », est indispensable a la liaison des effecteurs et des GAPs
(Spoerner et al., 2001). La région Switch Il (qui contient la boucle G3) est la zone la plus
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flexible du domaine GTPase, c’est aussi une région importante pour I’interaction avec les
GEFs (Karnoub et al., 2001). Les régions Switch I et II ne sont pas les seules régions
impliquées dans la liaison des effecteurs. Il a ét¢ montré que la région « Insert » de Rac
intervenait dans la liaison et I’activation de certains de ses effecteurs, la sous-unité p67°"°% de
la NADPH oxydase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Hydrogen) (Nisimoto et al., 1997)
et d’IQGAP (1Q motif containing GAP homologue), mais pas dans celle de PAK (p21-activated kinase)
(Freeman et al., 1996). La liaison de RhoA a ses effecteurs fait aussi intervenir des résidus

extérieurs aux régions Switch I et II (Fujisawa et al., 1998).

.-_'i."r
- - o e

o n!“--ﬂ!n“’!ﬂ' '-\i o " . '.‘
' [} i .n," |I;‘ ET-P Rac1 k]

Figure 2 : Structure des Rho GTPases. (A) Représentation schématique de I’organisation des GTPases de la
famille Rho. (B) Structure tridimensionnelle de Racl avec un analogue de GTP, le GMPPNP (Guanosine-5'-(beta
gamma-imino) triphosphate) (Réf :PDB 1MHI1 (Hirshberg ef al., 1997)).

2 - La région C-Terminale : un domaine de localisation membranaire

La majorité des Rho GTPases possede a leur extrémité C-terminale une séquence de
modification post-traductionnelle : CAAX. Seules Chp, Miro et RhoBTB ne posseédent pas
cette séquence (Tableau 2). Le résidu cystéine de cette séquence peut étre modifiée par un
groupement isoprénoide en Cisle Farnésyl (F) ou en Cy le géranylgéranyl (GG), formant une
« queue » lipidique (Ghomashchi et al., 1995). Le tripeptide AAX est éliminé par protéolyse

et I’extrémité C-terminale de la cystéine est ensuite carboxyméthylée (Clarke, 1992).

Il existe une autre région en amont de la séquence CAAX, impliquée dans la
localisation membranaire des Rho GTPases, soit une région polybasique (trés hydrophobe)
comme dans Racl ou RhoA (Williams, 2003; Lanning et al., 2004), soit une cystéine qui sera

palmitoylée comme dans RhoB (Hancock, 1995). Les groupements isoprényls (F ou GQG),
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palmitoyl et la région polybasique renforcent les associations des Rho GTPases avec les

membranes. Cette région est aussi une zone d’interaction majeure d’une classe de régulateurs

des GTPases, les GDIs (Figure 4C).

C - Labiologie des Rho GTPases : notion d’interrupteurs moléculaires

1 - Le cycle d’activation des GTPases

Les Rho GTPases sont des interrupteurs moléculaires dont la configuration alterne entre
une forme active (GTP) et une forme inactive (GDP). La régulation de ce cycle se fait de
facon trés controlée. Les GEFs permettent 1’échange du GDP avec du GTP, favorisant le
passage de I’état inactif a I’état actif. Les GAPs, quant a elle augmentent I’activité GTPasique
intrinséque des GTPases favorisant le passage de 1’état actif vers 1’état inactif. Les signaux
aboutissant a ’activation de ces régulateurs sont nombreux et variés et ont pour cibles aussi
bien les GEFs que les GAPs. En dehors de ce cycle d’activation/inactivation les GTPases
peuvent étre régulées par des GDIs qui agissent a 2 niveaux, en réduisant I’interaction avec la

membrane en masquant la « queue » lipidique, et en inhibant 1I’échange GDP/GTP (Figure 3).

Extracellulaire

GTPQb Qb i

Active

Fonction

-

4]

Intracellulaine

Figure 3 : le Cycle d'activation/désactivation des GTPases. Les GTPases existent sous 2 formes, une forme
active liée au GTP et une forme inactive liée au GDP. Le passage de 1’une a 1’autre de ces formes est régulé par
2 classes de protéines. Les GEFs sont des protéines qui catalysent I’échange du GDP par le GTP, favorisant le
passage vers la forme activée de la GTPase. Les GAPs sont des protéines qui augmentent 1’activité GTPasique,
favorisant la forme inactive de la GTPase. En outre, une autre classe de régulateur intervient en marge du cycle
GDP/GTP, les GDIs, sont des protéines qui séquestrent les GTPases sous forme GDP dans le cytosol. L’activité
de I’ensemble de ces protéines (GEFs, GAPs et GDIs) est régulée par divers signaux.
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2 - Les régulateurs des Rho GTPases

Le nombre et la diversité des régulateurs des Rho GTPases (plus de 80 GEFs, autant de
GAPs et 3 GDIs) montrent a quel point les Rho GTPases sont contr6lées de maniere fine a

toutes les étapes de leur cycle d’activation/inactivation.
a- Les GEFs

On connait actuellement plus de 80 GEFs des Rho GTPases (ou Rho GEFs) qui sont
réparties en 2 familles dont le mécanisme de fonctionnement est différent : la famille Dbl
(Diffuse B-cell lymphoma), et la famille DOCK 180 (Dedicator of Cytokinesis 180).

e Les GEFS de la famille Dbl

Les protéines Dbl (plus de 70 membres) sont des protéines multidomaines trés variées
(Cerione & Zheng, 1996) telles que Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1), Vav, Trio
ou Pix (PAK-interacting exchange factor) (ten Klooster et al., 2006). Les Rho GEFs de cette
famille présentent une région d’environ 300 résidus formant un tandem structural composé
d’un domaine DH (Dbl Homology) d’environ 200 résidus et d’un domaine PH (Plekstrin
Homology ; détaillé page 33) d’une centaine de résidus (Hart et al., 1991; Hart et al., 1994)
(Figure 4B et Figure 12A).

Ce tandem structural DH-PH posséde, in vitro, une activité GEF supérieure au domaine
DH seul ce qui montre un role du domaine PH dans I’activité GEF (Liu et al., 1998; Rossman
& Campbell, 2000). Le domaine DH qui est responsable de I’activit¢ GEF, interagit
principalement avec la région Switch Il des Rho GTPases (Worthylake et al., 2000;
Aghazadeh et al., 1998). Au niveau structural, le domaine DH est constitué d’une dizaine
d’hélices a formant la zone d’interaction avec la GTPase (Figure 4B). Le role du domaine PH
dans la biologie des GEF n’est pas totalement ¢lucidé. On sait qu’il participe a la localisation
membranaire des protéines Dbl par ses interactions avec les Phosphoinositides (Han et al.,
1998), mais il joue aussi un role dans I’activité GEF soit directement en interagissant avec la
GTPase (Rossman et al., 2002; Kristelly et al., 2004), soit indirectement en favorisant
I’intervention d’autres régulateurs tels que les Phosphoinositides (P1(4,5)P, et PI(3.4,5)P;
(Das et al., 2000; Russo et al., 2001) ou des membres de la famille ERM (Ezrin Radixin Moesin)
comme 1’ezrine qui connecte le cytosquelette d’actine a la membrane plasmique (Vanni et al.,
2004). L’activité des GEFs peut étre régulées par des processus impliquant d’autres parties de
la protéine tels que des phosphorylations (Vav (Crespo et al., 1997; Aghazadeh et al., 2000),
Tiaml (Fleming et al., 1999; Fleming et al., 1997)) et/ou des changement de localisation

subcellulaire (séquestration nucléaire pour Netl (Schmidt & Hall, 2002), ou localisation
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membranaire pour Tiaml (Buchanan et al., 2000; Michiels & Collard, 1999; Stam et al.,
1997).

La spécificit¢ des GEFs est trés variable, certaines sont spécifiques d’une GTPase,
comme Tiaml avec Racl (Michiels et al., 1995) ou Intersectine avec Cdc42 (Hussain et al.,
2001) alors que d’autres sont capables d’interagir avec plusieurs GTPases, comme Dbs avec
RhoA/Cdc42 (Cheng et al., 2002) ou Vav avec RhoA/Racl/Cdc42 (Bustelo, 2001) (Tableau
3; Figure 4B). La spécificité mesurée in vitro ne correle pas toujours avec celle observeée in
vivo (Vav2) (Heo et al., 2005).

e Les GEFs de la famille DOCK 180

Les GEFs de la famille DOCK 180 (11 chez I’homme) ne possédent pas de module DH-
PH, le mécanisme de leur activité GEF fait intervenir un autre domaine : DHR2 (DOCK 180
Homology Region 2) (Cote & Vuori, 2002). Ce domaine d’environ 500 résidus, ne présente pas
d’homologie de séquence avec le module DH-PH, mais montre une activité GEF (Meller et
al., 2002; Cote & Vuori, 2002; Brugnera et al., 2002). Les protéines DOCK 180 présentent
aussi un domaine DHR1 (DOCK 180 Homology Region 1) qui est un nouveau type de domaine
d’interaction avec les Phosphoinositides Pliz45P3 (Cote et al., 2005). Les Protéines de la
famille DOCK 180 possédent un domaine SH3 (Src Homology region 3) N-Terminal et certaines

possédent également un domaine PH.

Il a été montré que dans certaines situations, la protéine ELMO (Engulfment and cell
motility) peut jouer un réle dans I’activation de Racl par DOCK180 (Brugnera et al., 2002;
Grimsley et al., 2004). 1l existe au moins 3 mécanismes par lesquels ELMO module 1’activité
de Racl. Premierement, en stabilisant le complexe Rac1/DOCK 180 via son domaine PH (Lu
et al., 2004). Deuxiémement, en induisant un changement conformationel de DOCK 180 par
une interaction avec son domaine SH3 (Lu et al., 2005). Enfin, troisiemement, en permettant a
DOCK 180 d’étre transloqué a la membrane plasmique, via des interactions entre ELMO et
I’adaptateur p130“*° (Zaidel-Bar et al., 2005), RhoG (Katoh & Negishi, 2003) ou les
protéines de la famille ERM (Grimsley et al., 2006).

b - Les GAPs

On connait a ce jour au moins 80 GAPs des Rho GTPases ou RhoGAPs (Bernards &
Settleman, 2004). Ces proteines sont capables d’augmenter 1’activité GTPasique, par ailleurs
faible, des Rho GTPases. Elles interagissent principalement avec les régions Switch | et II.
L’activit¢ GAP est principalement due a un domaine conservé de 140 résidus, le domaine

RhoGAP, qui differe de celui des GAPs des autres petites GTPases (Ras, Ran et Arf), mais
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dont la structure tertiaire est trés proche (Zheng et al., 1993). Tout comme les RhoGEFs, les
RhoGAPs forment une famille trés hétérogene (Figure 4D), dont les membres présentent de
nombreux domaines d’interaction protéine-protéine (SH2 (Src Homology region 2), SH3, PR
(Proline Rich Motif),...) et protéine-phospholipides (PH, C2 (Protein kinase C conserved region 2),
BAR (Bin, Amphiphysin, Rvs)) (Bernards & Settleman, 2004).

A
4 Cowm m 1esan Diock180
oo & s e Zizimine 2
GEFs T Fa— b
D T e S os . Vow
e L IR 1o Tiamt

90 &6 666 8- trat s Intersectine

_— RhaGDI

Cdc42 o ramnyhpraryd
DH
Domaine GEF de Trio Gl g
D EETEED €D ¢ QOG- b
GAPs 08— G @E - o2 Chimérine
e & e 190
-

Figure 4 : Les régulateurs des Rho GTPases. (A) Représentation schématique des GEFs des familles DOCK
180 et Dbl. (B) Structure tridimensionnelle du 1° domaine DH-PH de Trio (PDB : INTY (Skowronek et al.,
2004)). (C) Structure tridimensionnelle de Cdc42 complexé avec RhoGDI (PDB : 1DOA (Hoffman et al,
2000)). (D) Représentation schématique de quelques Rho GAPs. Abréviations : CH (Calponin Homology); C1
(Protein kinase C conserved region 1); C2 (Protein kinase C conserved region 2) ; DH (Dbl Homology); DHR1 (DOCK 180
Homology Region 1); DHR2 (DOCK 180 Homology Region 1); EH (Epsi5-Homology);PDZ (PSD95/DIgA/ZO-1 domain); PH
(Plekstrin Homology); RBD (Ras Binding Domain); SH2 (Src Homology 2); SH3 (Src Homology 3).
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La structure du domaine GAP est, comme celle du domaine DH, une structure en hélice
o qui possede dans une boucle un résidu arginine qui favorise 1’hydrolyse du GTP (Scheffzek

etal., 1997; Resat et al., 2001).

Du fait de leur hétérogénéité structurale, la régulation des Rho GAPs peut se faire par
plusieurs mécanismes. L’activit¢ GAP et la localisation cellulaire peuvent étre régulée par
phosphorylation (Minoshima et al., 2003; Moskwa et al., 2005), interaction avec des
phospholipides (via certains phospholipides tels que PI(4,5)P, et I’acide phosphatidique ou
via la structure de la membrane (les domaines BAR reconnaissent les courbures de la
membrane), ou par dégradation protéique (Bernards & Settleman, 2004). La spécificité des
RhoGAPs a été étudiée in vitro, et comme pour les GEFs, on trouve beaucoup de redondance
dans ces spécificités (Moon & Zheng, 2003) (Tableau 3), mais la spécificité in vivo semble
étre beaucoup plus réduite (Sekimata et al., 1999; Taylor et al., 1999). Récemment, il a été
montré que les phospholipides et les isoprénylations des GTPases peuvent avoir une incidence

sur la spécificité¢ des GAPs (Ligeti & Settleman, 2006).

Cibles Expression Références
GEF
Ber RhoA, Racl, Cdc42 Cerveau (Voncken et al., 1995)
Vavl RhoA, Racl, Cdc42 Hématopoiétique (Bustelo, 2000; Katzav et al., 1995)
5 Tiaml Racl Ubiquitaire (Collard et al., 1996; Crompton et al., 2000)
O Trio Racl Ubiquitaire (Bellanger et al., 2000; Seipel et al., 2001)
Pix Racl Ubiquitaire (Baird et al., 2006; Li et al., 2003)
Intersectine Cdc42 Ubiquitaire (Hussain et al., 2001)
DOCK 180 Racl Ubiquitaire (Akakura et al., 2004; Brugnera et al., 2002;
& Dock2 Racl ; Rac2 Hématopoiétique Cote & Vuori, 2002)
8 Zizimine 1 Cdc42 Ubiquitaire (Meller et al., 2002)
Zizimine 2 Cdc42 Hématopoiétique (Nishikimi et al., 2005)
GAP
Ber Racl, Cdc42 Hématopoiétique (Diekmann et al., 1991; Chuang et al., 1995)
al/a2 Chimérine  Racl, Cdc42 Cerveau, Testicule (Hall et al., 2001)
B1/B2 Chimérine  Racl Cerveau, Testicule (Knetsch et al., 2001)
p85a, p858 Rac1, Cdc42 Ubiquitaire (Chamberlain et al., 2004; Zheng et al., 1994)
0190 RhoGAP A Eggﬁ\z > Racl, Ubiquitaire (S)ggblm & Smerdon, 1998; Ridley et al.,
RhoGAP1 RhoA, Ubiquitaire (Prakash et al., 2000a; Prakash et al., 2000b)
GDI
RhoGDI a RhoA, Racl, Cdc42 Ubiquitaire (Michaelson et al., 2001)
RhoGDI g RhoA, Racl, Cdc42 Hématopoiétique (Gorvel et al., 1998; Platko et al., 1995)
RhoGDI y RhoB, RhoG Poumon, Cerveau, Testicule | (Zalcman et al., 1996; Adra et al., 1997)

Tableau 3 : Les régulateurs de I'activité des Rho GTPases.

¢ - Les GDIs

La derniere classe de régulateurs des Rho GTPases est la classe des RhoGDIs. On
connait actuellement 3 GDIs : RhoGDI o (Fukumoto et al., 1990), RhoGDI B (LY-GDI)
(Scherle et al., 1993) et RhoGDI y (Adra et al., 1997). Les RhoGDIs sont des régulateurs

négatifs de I’activation des Rho GTPases. Elles agissent a plusieurs niveaux. Tout d’abord en
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bloquant 1’échange GDP/GTP et I’activit¢ GTPase, d’autre part en solubilisant les GTPases
par masquage de la région C-Terminale isoprénylée et extraction membranaire de la forme
GDP (DerMardirossian & Bokoch, 2005). Au niveau structural, les GDIs présentent 2
régions, une région N-terminale trés flexible (résidus 1-69) et une région C-terminale (résidus
70-204) qui rendent compte de la dualité fonctionnelle des GDIs (Hoffman et al., 2000). La
région N-terminale est responsable de I’inhibition de la dissociation du GDP et de I’activité
GTPase via des interactions avec les régions Switch | et Il des Rho GTPases (Grizot et al.,
2001; Hoffman et al., 2000). La région C-terminale forme une poche hydrophobe qui masque
la « queue » isoprényl (F ou GG) de la GTPase (Hoffman et al., 2000) (Figure 4C).

L’activité des GDIs peut étre régulée par des phosphorylations qui peuvent stabiliser le
complexe GTPase-GDI (Bourmeyster & Vignais, 1996) ou le déstabiliser (Mehta et al., 2001;
DerMardirossian et al., 2004; Gorvel et al., 1998). Le complexe GTPase-GDI peut aussi étre
déstabilisé par des interactions protéine-protéine avec des membres de la famille ERM
(Takahashi et al., 1997), la tyrosine kinase Etk (Epithelial and endothelial tyrosine kinase) (Kim et
al., 2002) ou le récepteur de la neurotropine p75™ '~ (Yamashita & Tohyama, 2003). Enfin, les
lipides membranaires peuvent aussi intervenir en déstabilisant partiellement le complexe
Rac1-RhoGDla, cela a été montreé in vitro, avec I’acide arachidonique, I’acide phosphatidique
et le P1(4,5)P, (Chuang et al., 1993; Faure et al., 1999). De plus le PI(4,5)P,, intervient aussi
de maniere indirecte, puisqu’il favorise I’interaction de RhoA avec les protéines de la famille
ERM, en induisant des modifications conformationelles de celles-ci (Yonemura et al., 2002;
Fievet et al., 2004).

d - Les régulateurs exogenes des Rho GTPases

e Les toxines bactériennes

Certaines toxines bactériennes affectent la régulation de I’activité¢ des GTPases et ont de
ce fait été tres utilisées dans les études fonctionnelles sur les GTPases. Ces toxines peuvent
étre classées en 2 catégories, celles qui modifient de maniere covalente la GTPase, et celles
qui se comportent comme des GEFs ou des GAPs. Le Tableau 4 présente ces toxines leurs

mode d’action et leur cible.
e Un inhibiteur synthétique

Par ailleurs, un inhibiteur synthétique de I’activation de Racl par la GEF spécifique
Tiam1 a été élaboré par une approche rationnelle basée sur I’implication du résidu W>° de
Racl dans la spécificité de la GEF (Tableau 5). Tout d’abord sous la forme de peptides
inhibiteurs (Gao et al., 2001), puis en criblant une banque de composés chimiques afin
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d’identifier un inhibiteur de Rac (Gao et al., 2004). Ce composé inhibe I’activation de Rac

induite par Trio et Tiam1, mais pas celle induite par VVav ou Intersectine (Gao et al., 2004).

Toxines Origine Mode d'action Effet Substrats Références
Exoenzymes de type C3
C3 Bot C. botulinum  Ribosylation inhibiteur | RhoA, RhoB, RhoC | (Aktories et al., 2004)
Toxines Clostridiales de grande taille
o Toxine A, B C. difficile inhibiteur = RhoA, Racl, Cdc42  (Just et al., 1995)
12 Toxine B 1410 C. difficile Glucosylation inhibiteur | Rac, (Cdc42) g(;gg\)/es-OIarte EHE
é Toxine Létale @ C. sordellii inhibiteur = Rac, (Cdc42) (Popoff et al., 1996)
Facteurs Nécrosant Cytotoxiques (CNF)
CNF1 E. coli L activateur = Rho, Racl, Cdc42 (Schmidt et al., 1997)
CNF2 E. coli Deéamidation activateur = Rho, Racl, Cdc42 (Flatau et al., 1997)
DNT B. spp Transglutamination = activateur = Rho, Racl, Cdc42 (Horiguchi et al., 1997)
Toxines jouant le role de GAP
o ExoS, ExoT P. aeruginosa GAP inhibiteur = Rho, Rac1, Cdc42 (Krall et al., 2002)
(:95 SptP Salmonella GAP inhibiteur = Cdc42 (Kaniga et al., 1996)
E(O_ YopE Y. spp GAP inhibiteur | Rho, Racl, Cdc42 g\t/?a?, Zgg(\;\;el-Rammingen
O | Toxines jouant le réle de GEF

SopE, SopE2 | Salmonella GEF activateur = Rho, Racl, Cdc42 (Hardt et al., 1998)

Tableau 4 : Toxines bactériennes et Rho GTPases. (d’apreés (Aktories & Barbieri, 2005))

3 - Une multitude d’effecteurs

Nous avons vu précédemment quelles étaient les régions des Rho GTPases impliquées
dans la reconnaissance des effecteurs (page 8). L’étude des effecteurs des différentes Rho
GTPases a permis de mettre en évidence certains motifs impliqués dans la reconnaissance
entre la Rho GTPase et son effecteur. Le motif CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding) est retrouvé
dans les effecteurs de Rac et Cdc42, tels que PAK (Rac/Cdc42), N-WASP (Cdc42), ou encore
ACK (Activated Cdc42-associated Kinase) (Cdc42). Il existe aussi des motifs spécifiques de la
reconnaissance de Rho, le REM ou RBD | (Rho Binding Domain type 1) de PKN (Protein Kinase
Novel) (Maesaki et al., 1999) et rhotekine et le RKH ou RBD Il de ROCK (Bishop & Hall,
2000).

Les différentes études des Rho GTPases ont permis de mettre en évidence plus de 150
effecteurs qui placent ainsi les Rho GTPases au cceur de la plupart des grandes fonctions
cellulaires (Bishop & Hall, 2000; Hall, 2005; Schwartz, 2004; Sahai et al., 2001). Cette
multitude d’effecteurs associée au nombre et a la diversité des régulateurs des Rho GTPases,
font de la biologie des Rho GTPases un ensemble trés complexe. Cette complexité est encore
augmentée par les notions de convergence et de divergence des signaux médiés par les Rho
GTPases. Ces notions ont été mises en évidence pour les signaux impliquant les familles Ras
et Rho, mais le concept est aussi applicable entre les différentes Rho GTPases. La

convergence est une situation dans laquelle 2 GTPases, sont activées par des GEFs
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différentes, mais induisent des effets identiques. La régulation de la phosphorylation de la
Cofiline est un bon exemple de convergence (page 20). Dans un mécanisme de divergence le
pool de GEFS est commun mais les effecteurs et les effets sont différents (Figure 6).

a N i Recepteur
aux Protéines G { t ine ki

A

Figure 5 : Le réseau des effecteurs des Rho GTPases. Les signaux transmis par l’intermédiaire des
interactions récepteur/ligand et des molécules d’adhérence stimulent ou inhibent le pool de GEFs et GAPs
aboutissant a 1’activation de I’une, I’autre ou plusieurs Rho GTPases. Cette représentation est un schéma partiel
du réseau des effecteurs des Rho GTPases (d’aprés (Schwartz, 2004)). Abréviations : BORG (Binder of Rho
GTPases); ERM (Ezrin Radixin Moesin); LIMK (LIM Kinase); MLC (Myosin Light Chain); mDia (murine Diaphanous formin 1);
NHE-1 (Na/Hydrogen Exchange protein 1); PAK (p21 Activated Kinase); PKN (Protein Kinase Novel); ROCK (Rho Kinase);
ROS (Reactive Oxygen Species).

3
*.
g
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4 - Le génie génétique a permis de développer de nombreux mutants

La GTPase Ras est mutée dans environ 30 % des tumeurs pancréatiques. Ces mutations
affectent les positions 12, 13 et 61 et bloquent 1’activité GTPasique de la protéine, induisant
un blocage de la protéine sous forme liée au GTP, I’activation des voies de signalisation
effectrices et I’émergence de son pouvoir oncogénique. Depuis leur découverte, les Rho
GTPases ont été étudiées en générant des mutations aux positions analogues aux mutations
oncogéniques de Ras. Ces mutations confeérent é¢galement un potentiel oncogénique aux Rho
GTPases. Des mutants de deuxiéme génération, dans lesquels I’interaction avec certains
effecteurs est perdue, ont également été¢ décrits et ont permis de disséquer les voies de
signalisation propres a chaque GTPase (Lamarche ef al., 1996). Le Tableau 5 présente les
principales mutations des Rho GTPases. Comme nous allons le voir dans le paragraphe
suivant, I’étude des propriétés de ces mutants a permis de montrer que les Rho GTPases sont
au coeur de nombreuses fonctions cellulaires grace a leur nombreux effecteurs. Contrairement
a Ras, les Rho GTPases sont rarement mutées dans les tumeurs mais peuvent étre

surexprimées (RhoC).

Résidus -
. L GTPase Effets Références
Muté N°  Original
\% 12 G Racl; Cdc42
\Y 14 G RhoA Perte d’'activité GTPase intrinséque (Ridley & Hall, 1992b; Ridley & Hall,
< L 61 Q Racl: Cdc42 et GAP dépendante 1992a)
© L 63 Q RhoA
« Fast Cycling » échange rapide , .
> a8 b Gtz GDP/GTP (GEF independent) (i 2t e, LT
N 17 S Racl; Cdc42 Perte d'affinité pour GTP: forme ) )
Z \ o s RhoA GDP pré dominanpte (Feig, 1999; Ridley & Hall, 1992a)
= 56 W Racl | spécificité pour Tiam1, Trio
L 1 spécificité pour Intersectine (Karnoub et al., 2001; Gao et al.,
o 1 spécificité pour Tiam1, Trio 2001)
i/ g9 IF Gtz | spécificité pour Intersectine
C 40 Y Rac1/Cdc42 o R ) .
£ Kk 40 Y Racl/Cdc42 Eg;ﬁgxe liaison & PAK, mals pas & v esiwick ef al., 1997)
S H 40 Y Racl/Cdc42
(3]
=OA 37 F Rac1/Cdc42 Perte de liaison a p67°"°%, mais
wl ’
L 37 F Rac1/Cdc42 pas & PAK (Joneson et al,, 1996)
Loc S 189 C Rac1/Cdc42 Perte du signal d’isoprénylation (EEl [MOFD) G by RO [CIEES CH b

1994)

Tableau 5 : Mutations des Rho GTPases. CA : Constitutivement actif ; DN : Dominant Négatif ; Loc : Défaut
de localisation.

Page |18



Il - Les fonctions des Rho GTPases

A - Les Rho GTPases et le cytosquelette : de la forme au mouvement

1 - Généralités : le cytosquelette

La capacité des cellules eucaryotes a maintenir ou changer leur forme, souvent associee
a leur fonction, dépend en grande partie du cytosquelette. Le cytosquelette est un réseau
complexe de fibres intracellulaires qui parcourt le cytosol. 1l permet le maintien de la structure
de la cellule ou sa déformation (lors de la migration cellulaire ou de la mitose), 1’adhérence
aux cellules voisines ou a la matrice extracellulaire, la polarisation cellulaire (répartition des
organites et transport vesiculaire). Ce réseau est composé de 3 grandes familles de filaments
protéiques: les microtubules, les filaments intermédiaires et les filaments fins (Tableau 6).
Tous ces filaments sont des polymeres fibrillaires insolubles, résultant de lI'assemblage de

protéines monomériques.

Type de filaments  Structure Dynamique Fonctions

Contractilité cellulaire et tissulaire (liaison aux

protéines motrices)

Plasticitté membranaire (ruffles, pseudopodes,
Hélice de 7 nm de diameétre formée oui microvillosités,...)
de 2 chaines d'actine F Sillon de division cellulaire

Maintien des jonctions cellulaires

Forme cellulaire

Protection contre les agressions physiques

Filaments fins

Structure des cils et flagelles
oui Mouvements des organites et des chromosomes
Forme et polarité cellulaire

Tube de 25 nm de diameétre formé

GRS de 13 protofilaments de Tubuline

Maintien des jonctions cellulaires
Filaments Superhélice de protéines fibreuses Forme cellulaire
X P N T non . \ -
intermédiaires de 8 a 12 nm de diametre Soutien de I'enveloppe nucléaire
Protection contre les agressions physiques

Tableau 6 : Les composants principaux du cytosquelette.

Les filaments fins, sont des polymeéres d’actine. |Ils participent a la
plasticité membranaire, aux déformations/protrusions membranaires ou la maotilité cellulaire.
La formation de ces filaments est un processus complexe, polarisé et dynamique en 3 étapes
majeures : I’initiation (nucléation), 1’élongation et la stabilisation (Pollard et al., 2000). Les
filaments d’actine présentent une extrémiteé (+) dite « barbelée » (barbed) avec une vitesse de
polymerisation rapide et une extrémité (-) dite pointue (pointed) avec une vitesse de
polymérisation lente. La biologie du cytosquelette d’actine fait intervenir de nombreuses
protéines qui jouent un rdle dans la formation et la stabilisation de ces filaments. Parmi les
protéines impliquées dans la formation des filaments d’actine, on trouve la profiline qui est

une protéine qui séquestre 1’actine dans le cytosol et permet son chargement en ATP, étape
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indispensable pour la polymérisation des filaments d’actine (Pollard et al., 2000). La
stabilisation des filaments d’actine fait intervenir des protéines de « coiffage » qui se fixent a
une des extrémités et empéchent la polymérisation ou la dépolymeérisation. Certaines de ce
protéines de «coiffage » se fixent sur I’extrémité (+) comme la gelsoline ou CapZ, et
certaines sur ’extrémité (-) comme la tropomoduline (Revenu et al., 2004). Ces mécanismes

sont trés finement contr6lés par de nombreuses molécules dont les Rho GTPases.

De maniéere similaire, les microtubules sont des polymeéres dynamiques formés de
dimeéres de tubuline. lls possédent une extrémité (-) (souvent localisée au niveau du COMT
(Centre Organisateur de Microtubule) et une extrémité (+) (a la périphérie) (Desai & Mitchison,
1997). Les microtubules interviennent dans la polarisation de la cellule, et dans la séparation
des chromatides dans la mitose. Les Rho GTPases interviennent a différents niveaux dans

I’organisation et la dynamique de ces structures.

Les filaments intermédiaires différent des filaments fins et des microtubules, car ils sont
tres stables et ne présentent pas de dynamique comme les 2 autres, leurs role est
principalement structural. Les principaux composant des filaments intermédiaires sont les

kératines, la vimentine et les lamines.
2 - La régulation structurelle du cytosquelette
a - L’organisation du cytosquelette d’Actine

Une des fonctions les plus étudiées des Rho GTPases est la régulation du cytosquelette
d’actine (Ridley & Hall, 1992b; Ridley & Hall, 1992a). Dans les études réalisées sur les
fibroblastes, il a été montré que 1’activation des 3 principales Rho GTPases induit des
modifications du cytosquelette d’actine. L’activation de Cdc42 induit la formation de long
prolongements cytoplasmiques fins, les filopodes (Ridley & Hall, 1992a), celle de Racl des
protrusions cytoplasmiques larges appelées lamellipodes (Ridley et al., 1992; Ridley & Hall,
1992b) et des ondulations membranaires appelées « ruffles » et enfin celle de RhoA, des
fibres contractiles d’actine/myosine appelées fibres de stress ou fibres de tension, ainsi que
des points d’ancrage de celles-ci & la membrane, les plaques d’adhérence focales (Ridley &
Hall, 1992b; Nobes & Hall, 1995) (Figure 6).

Les acteurs majeurs de la nucléation et de 1’élongation des filaments d’Actine sont le
complexe Arp2/3 (Actin-related protein 2/3) (Millard et al., 2004) et les formines. Racl et Cdc42
activent toutes les 2 le complexe Arp2/3 qui intervient dans la nucléation de filaments
branchés sur des filaments preexistants. Cdc42 active Arp2/3 via au moins 2 effecteurs N-

WASP (Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) (Rohatgi et al., 1999) et Toca-1 (Transducer of
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Cdc42-dependent actin assembly) (Ho et al., 2004). Racl induit I’activation du complexe Arp2/3
via les protéines WAVE (WASP family Verprolin-homologous) (Takenawa & Miki, 2001;
Suetsugu et al., 2006) et/ou 2 autres effecteurs potentiels Nap125 et PIR121 (Eden et al.,
2002). RhoA intervient dans les phases de nucléation et d’élongation des filaments d’actine en

activant son effecteur mDial (murine Diaphanous formin 1) (Zigmond, 2004) (Figure 6C).

Les Rho GTPases interviennent aussi au niveau de la stabilisation des filaments d’actine
en induisant 1’inhibition par phosphorylation de la cofiline, une protéine impliquée dans la
dépolymérisation de I’actine a I’extrémité (-) (Bamburg, 1999). La kinase responsable de
cette inhibition, la LIMK (Lin11, Isl1, Mec3 Kinase), peut étre activée par ROCK (Rho dependent
Kinase) (Ohashi et al., 2000) et/ou PAK (Rac/Cdc42) (Edwards et al., 1999) (Figure 6C).

Les GTPases RhoA et Racl interviennent dans I’organisation du cytosquelette d’actine
en induisant la génération localisée de PI(4,5)P, (Phosphoinositide-4,5-DiPhosphate) au niveau de
la membrane plasmique via leur effecteur PIP5K (Phosphoinositide-4-Phosphate 5 Kinase) qui est
une lipide kinase (la biologie des phosphoinositides sera développée dans Section Il (page
30)). Ces lipides membranaires favorisent la polymérisation de 1’actine en inactivant les
protéines de coiffage telles que la cofiline (Ojala et al., 2001; Schafer et al., 1996), la
gelsoline (Liepina et al., 2003) ou des protéines séquestrante comme la profiline
(Wittenmayer et al., 2004).

Les Rho GTPases jouent aussi un rdle dans I’organisation et la contraction de fibres
actine/myosine, en contrélant la phosphorylation de la MLC (Myosin Light Chain). En effet, la
forme phosphorylée de la MLC induit la formation de fibre actine/myosine et la contraction
de celles-ci. Rho induit cette phosphorylation via son effecteur ROCK qui phosphoryle
directement la MLC (Kawano et al., 1999) et inhibe la MLCP (MLC Phosphatase) (Amano et
al., 1996). Cdc42 peut aussi induire la phosphorylation de la MLC via son effecteur MRCK
(Myotonic dystrophy kinase-Related Cdc42 binding Kinase) (Leung et al., 1998), mais Rac et Cdc42
sont surtout impliquées dans I’inhibition de cette phosphorylation en inhibant la MLCK (MLC
Kinase) (Sanders et al., 1999) (Figure 6B).

Les Rho GTPases RhoA et Cdc42 interviennent dans la formation de structures
d’adhérence particulieres impliquant le cytosquelette d’actine, les podosomes, que nous
développeront dans le Chapitre 3 (page 149). Dans certains modeles une forme
constitutivement active de Cdc42 induit la formation de podosomes (les cellules épitheliales
(Dutartre et al., 1996), les mastocytes (Castellano et al., 2001) ou les cellules endothéliales
(Moreau et al., 2003)), alors que dans d’autre elle 1’inhibe (cellules dendritiques (Burns et al.,

2001)). Le méme type de résultats ont été obtenus avec une forme constitutivement active de
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RhoA qui induit la formation (Chellaiah et al., 2000) ou la dissociation (Ory et al., 2000) des
podosomes dans les ostéoclastes selon le modele utilisé. Cependant, dans les 2 modeles,
I’inhibition de RhoA empéche la formation des podosomes (Chellaiah et al., 2000; Ory et al.,
2000).

b - Les microtubules

Les Rho GTPases interviennent de différentes maniéres dans la formation et le maintien
des microtubules. Rac et Cdc42 peuvent stabiliser 1’extrémité (+) des microtubules via PAK
qui inhibe la protéine Opl8/stathmine impliquée dans la dépolymérisation et le
désassemblage des microtubules (Cassimeris, 2002). RhoA et Cdc42 peuvent aussi stabiliser
les microtubules en favorisant le complexe EB1/APC (End-Binding protein 1/Adenomatous Polyposis
Coli), via leur effecteurs respectifs mDia (Wen et al., 2004) et PARG6 (Etienne-Manneville &
Hall, 2003). Dans un autre contexte, RhoA peut inhiber la polymérisation des dimeres de
Tubuline a I’extrémité (+), via une inhibition de la CRMP-2 (Collapsin Response Mediator Protein
2) par ROCK (Fukata et al., 2002b; Arimura et al., 2000) (Figure 6D).

¢ - La morphogénése des cellules

Dans certains situations, les cellules ont besoin d’établir une polarisation, dans les
divisions cellulaires orientées, la différenciation de certains types cellulaires (cellules
épithéliales, neurones) ou encore la migration orientée. Ces polarisations induisent une
distribution asymétrique de récepteurs, molécules d’adhérence, protéines du cytosquelette et
méme des organites intracellulaires. Cdc42 joue un rble important dans ces phénomenes de
polarisations, principalement via son effecteur PAR6 qui forme un complexe avec PAR3 et
aPKC (atypical Protein Kinase C). Ce complexe est impliqué dans de nombreux processus
nécessaires a la polarisation des cellules (Chen et al., 2006; Suzuki & Ohno, 2006) comme la
régulation de la polymérisation des microtubules. Rac aussi semble jouer un réle mais pour
I’instant celui-ci reste obscur (Yu et al., 2005; Zhang & Macara, 2006; Cau & Hall, 2005).
Cdc42 intervient dans la polarisation des microtubules a un autre niveau en favorisant la
capture des microtubules au niveau des filaments d’actine dans les régions corticales de la
cellule via son effecteur IQGAP. IQGAP est une protéine de scaffolding qui interagit avec les
filaments d’actine et CLIP170 (Cytoplasmic Linker Protein 170) une protéine de liaison des
microtubules (Fukata et al., 2002a).

L’établissement de jonctions cellule-cellule est un processus important dans la mise
place de la polarité cellulaire des cellules éepithéliales. Ces jonctions, appelées jonctions
adherens, sont assurées par des interactions homophiliques entre des cadhérines (page 70). Au

niveau intracellulaire, ces jonctions représentent des points de recrutement de filaments
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d’actine grace aux caténines. Rac et Cdc42 stabilisent ces jonctions via leur effecteur IQGAP.
IQGAP séquestre les caténines, 1’activation de Rac et Cdc42 en interagissant avec IQGAP qui
libére les caténines les rendant disponibles pour les cadhérines (Kuroda et al., 1999; Noritake

et al.,2004) (Figure 6A4).

Coniraction des fibres. de stross

Figure 6 : Rho GTPases et régulation du cytosquelette. (A) Les Rho GTPases interviennent dans la régulation
de I’ancrage du cytosquelette d’actine a la membrane que ce soit au niveau des adhérences cellule-cellule via les
caténines qu’au niveau des PI(4,5)P, via des protéines telles que I’ezrine. (B) Elles interviennent aussi dans
I’organisation et la contraction des fibres d’actine/myosine aussi appelées fibres de stress. (C) Elles interviennent
dans la polymérisation des filaments d’actine et dans la stabilisation de I’extrémité (+) des microtubules (D).

Les Rho GTPases permettent aussi la connexion du cytosquelette d’actine a la
membrane par 1’intermédiaire de leur effecteur PIPSK (Matsui et al., 1999). La génération
localisée de PI(4,5)P, permet le recrutement et I’activation de protéines de pontage actine-
membrane telles que les protéines ERM (Fievet et al., 2004; Hamada et al., 2000), la
vinculine (Niggli, 2001; DeMali et al., 2002) ou la taline (Martel et al., 2001; Garcia-Alvarez
et al., 2003) (Figure 6A4).
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d - Le trafic membranaire

Les Rho GTPases interviennent dans les mécanismes de phagocytose de types | et Il
(Caron & Hall, 1998). La phagocytose de type | fait intervenir les récepteurs des fragments Fc
des immunoglobulines (FcR). Ce type de phagocytose implique Cdc42 et Rac (Massol et al.,
1998), via leurs effecteurs PAK (Dharmawardhane et al., 1999) et WASP/WAVE (May et al.,
2000) qui induisent la réorganisation du cytosquelette nécessaire a la phagocytose. Racl
intervient aussi en activant la PIP5K la qui induit la production locale de P1(4,5)P, nécessaire
a la régulation des filaments d’actine (Botelho et al., 2000; Tolias et al., 2000). La
phagocytose de type Il est liée au récepteur du complément C3bR et implique RhoA via son
effecteur ROCK et son effet sur la MLC (Olazabal et al., 2002).

Les Rho GTPases interviennent aussi dans ’endocytose dépendante ou non de la
Clathrine. L’endocytose clathrine-indépendante est le mécanisme d’internalisation
prépondérant des récepteurs ancrés par le GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol) qui dépend de
Cdc42, mais pas de Racl (Sabharanjak et al., 2002). L’endocytose clathrine dépendante fait
principalement intervenir RhoA et Racl. Racl joue ici un rdle central en contrélant la
production de PI(4,5)P, via ses effecteurs PIPSK 1 (Tolias et al., 1995; Tolias et al., 2000;
Barbieri et al., 2001) et synaptojanine 2 qui est une P1 5-Phosphatase (Malecz et al., 2000).

3 - La régulation du mouvement : la migration

La migration cellulaire est un processus essentiel dans les organismes pluricellulaires,
lors du développement, mais aussi lors de la réponse immunitaire et la réparation tissulaire.
La migration est un phénomene orienté induit soit & distance, soit localement par des facteurs
solubles. La premiere étape de la migration est une polarisation de la cellule (déterminant un
axe antéropostérieur) que ce soit au niveau du cytosquelette, de 1’appareil de sécrétion aussi
bien qu’au niveau de la répartition des lipides membranaires (Ridley et al., 2003). Cette
polarisation est principalement sous le controle de Cdc42 comme nous l’avons vu au

paragraphe précedant.

Le modele actuellement admis pour décrire la migration cellulaire orientée est basé sur
un cycle protrusion/rétractation aboutissant au déplacement de la cellule. Une fois orientée la
cellule développe des protrusions cytoplasmiques (lamellipodes ou filopodes) au front de
migration. Ces protrusions sont issues de la polymérisation de filaments d’actine et stabilisées
par la formation d’adhérence cellule-matrice extracellulaire. Ces sites d’adhérence servent de
point de traction pour la cellule en mouvement. Parallélement, a I’arriere de la cellule, la
contraction des filaments d’actine/myosine et la déstabilisation des adhérences aboutissent a

la rétractation de la cellule (Ridley et al., 2003).
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Figure 7 : Rho GTPase et migration cellulaire. Lors de la migration cellulaire, la cellule oriente son
cytosquelette et son appareil sécrétoire selon un axe antéropostérieur. Cette polarisation permet le
développement de protrusions (ici un lamellipode) associées a une polymérisation de 1’actine (ici sous forme de
réseau) et a la mise en place de site d’adhérence cellule-matrice via les intégrines a I’avant de la cellule. Cette
région est riche en PI3K (région en rouge) alors que les c6tés et I’arriére de la cellule présentent une forte
activité de la phosphatase PTEN (en vert).

Le mouvement de la cellule proprement dit nécessite a « I’avant » une polymérisation
de I’actine, assurée par la voie Rac-WAVE-Arp2/3 au niveau du front de migration grace a la
génération locale de PI(4,5)P, via les PIP5K et d’un gradient de PI(3,4,5)P; entretenu
localement par la PI3K a I’avant (Gardiner et al., 2002; Itoh et al., 2002; Kraynov et al.,
2000) et par la phosphatase PTEN sur les coté et a I’arriére de la cellule (Li et al., 2003;
Merlot & Firtel, 2003). Cdc42 et Racl joue un role actif dans 1’élaboration de ce gradient
(Srinivasan et al., 2003; Servant et al., 2000; Golub & Caroni, 2005). Dans le modéle actuel,
RhoA intervient a I’« arriére » de la cellule, en induisant la phosphorylation de la MLC via

Page |25



ROCK, entrainant la contraction des fibres actine/myosine (Riento & Ridley, 2003). 1l semble
pourtant que dans certains cas, la migration ne nécessite pas ROCK (Sahai & Marshall, 2003),
ou méme que I’inhibition de ROCK stimule la migration (Nobes & Hall, 1999).

Dans ce modele on retrouve un antagonisme RhoA/Racl que I’on peut schématiser par
une activation de Rac a I’«avant » de la cellule et une activation de RhoA a I’arriére. Cet
antagonisme est entretenu par des régulations croisées de GAP et de GEF spécifiques de ces 2
Rho GTPases. Ainsi, il a été montré que Rac inhibe localement I’activité de RhoA en activant
la GAP, p190 RhoGAP (Nimnual et al., 2003) et en inhibant la GEF Netl (Wen et al., 2004).
Récemment, il a été montré qu’une protéine de liaison a I’actine, la filamine A, pouvait se lier
a une GAP de Rac , FilGAP, activée par I’effecteur de RhoA, ROCK (Ohta et al., 2006).
Dans ce dernier cas il a ét¢ montré que dans une cellule en migration 1’activité de FilGAP
était finement régulée par ROCK a I’« arriere » et sur les cotés de la cellule en migration
(Ohta et al., 2006) (Figure 7).

Parallélement a la réorganisation du cytosquelette d’actine la migration nécessite la
mise en place de structure d’adhérence forte a I’« avant » et le désassemblage de celles-ci a
’arriére. Rac joue un role dans ces processus via 1’activation de la voie JNK-paxilline qui

induit un recyclage des FAKS (Focal Adhesion Kinase) a 1’« arriére » (Huang et al., 2003a).

B - Les Rho GTPases, la croissance et survie cellulaire

1 - Les Rho GTPases et la régulation de I’expression de génes

Les Rho GTPases régulent plusieurs voies de signalisation impliquées dans 1’expression
des génes. Récemment, une étude a montré que la surexpression de formes actives de RhoA,

Racl et Cdc42 régule I’expression de pres de 1190 génes (Teramoto et al., 2003).
a - Régulation par la voie Actine/MAL

Le promoteur de nombreux génes, dont ceux codant pour les protéines du cytosquelette,
contient un élément SRE (Serum Response Element) qui répond a plusieurs facteurs de
transcription. L’un d’entre eux, le SRF (Serum Response Factor) est régulé par RhoA, Racl et
Cdc42 (Hill et al., 1995). Ce facteur de transcription nécessite un cofacteur, MAL
(Megakaryocytic Acute Leukemia), qui est lié¢ a I’actine. Lors d’une stimulation, la polymérisation
de I’actine libére MAL qui est alors transporter vers le noyau ou il permet I’activation de SRF
(Miralles et al., 2003). Ce mécanisme est dépendant de RhoA via la voie ROCK-LIMK et

mDia, mais les mécanismes mis en jeu ne sont pas encore élucidés.
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b - Régulation par les voies de MAPKSs

Les 3 Rho GTPases sont capables d’activer plusieurs facteurs de transcription tels que
ATF1, ATF2, c-Jun, Elkl ou SApl par I’intermédiaires des MAPKS (Mitogen Activated Protein
Kinase) telles que p38 et JNK (c-Jun N-Terminale Kinase). Parmi les effecteurs des Rho GTPases
on trouve plusieurs MAP3K (MAP Kinase Kinase Kinase) : MEKK4 (MAP/ERK Kinase Kinase 4) est
un effecteur de Rac et Cdc42 et MEKKL1 un effecteur de RhoA (Gallagher et al., 2004) et
Rac/Cdc42 (Burbelo et al., 1995; Chen & Cobb, 2006). On trouve aussi plusieurs MLK
(Mixed-Lineage Kinase) impliquées dans I’activation de JNK: MLK2, MLK3 (Teramoto et al.,
1996; Zhang & Gallo, 2001). Enfin, plusieurs effecteurs des Rho GTPases sont des
adaptateurs qui font le lien entre les MAPK et les GTPases. Par exemple, 1’adaptateur POSH
(Plenty of SH3) est impliqué dans I’activation de JNK par Racl via MLK3 (Tapon et al., 1998;
Xu & Greene, 2006).

¢ - Régulation par la voie des STATS

Les Rho GTPases modulent aussi 1’activit¢ d’une autre famille de facteur de
transcription, les STATS (Signal Transducer and Activator of Transcription). L’activité
transcriptionelle de STAT3, mais pas celle de STAT1 est modulée par RhoA via une
phosphorylation sur Tyrosine (Aznar et al., 2001). D’autres études ont montré que Racl peut
activer STAT3, via phosphorylation sur sérine dépendante (Turkson et al., 1999) ou non
(Schuringa et al., 2001) de JNK et p38. Les Rho GTPases peuvent aussi activer un autre
membre de la famille STAT, STAT5a (mais pas STAT5b). RhoA induit la phosphorylation de
STAT5a en Y% via JAK2 (Janus Kinase 2), et en S"?° et $"®° via un mécanisme indépendant de
JNK1, MAK1 et p38 (Benitah et al., 2003).

d - Régulation par la voie NFkB

Les Rho GTPases peuvent aussi réguler le facteur de transcription NFkB dans différents
contextes. RhoA, Cdc42 et Racl induisent D’activit¢ de NFxB (p50/p65) via la
phosphorylation et la dégradation de son inhibiteur IkBa et la translocation des dimeres
p50/p50 et p50/p65 vers le noyau (Perona et al., 1997). Cdc42 induit I’activation de NFkB via
JNK (Montaner et al., 1998) et Racl via JNK avec (Sulciner et al., 1996) ou sans production
de ROS (Reactive Oxygen Species) via la NADPH Oxydase (p67°7°%) (Hayakawa et al., 2003).
RhoA fait intervenir ROCK qui active IkB kinase qui induit la dégradation de IkBa (Anwar
et al., 2004), mais aussi rhotekine (Liu et al., 2004) et peut étre PKN (Gotoh et al., 2004).
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2 - Le cycle cellulaire et la croissance

Le cycle de division cellulaire (« cycle cellulaire ») est composé de 4 phases : G;, S, G,
M, dont le controle est effectué par les protéines kinases CDKSs (Cyclin Dependant Kinase), SOUS
le controle de leurs sous-unités régulatrices, les cyclines et de leurs inhibiteurs les CDKIs
(Cyclin Dependant Kinase Inhibitor). On distingue principalement 2 types de signaux impliqués
dans la progression du cycle cellulaire, ceux liés aux facteurs de croissance et ceux dus au

phénomene d’adhérence.
a- Laprogression G/S

Le r6le des Rho GTPases dans la progression de la phase G; du cycle cellulaire a été
mis en évidence deés le début des années 90 (Yamamoto et al., 1993; Olson et al., 1995). La
progression G1/S est sous le contrdle de 2 types de CDKs : CDK 2 et CDK 4/6 activées par
les cyclines D et E et inhibées par INK4A et p21°*/p27"" respectivement (Lee & Yang,
2003). Les Rho GTPases interviennent de différentes manieres dans le contréle de ces

molécules.

Tout d’abord au niveau des CDKISs, on sait que RhoA réprime p21°", que ce soit par
séquestration dans le cytosol via la voie ROCK (Zuckerbraun et al., 2003; Lai et al., 2002;
Coleman et al., 2006), ou par régulation de la transcription (Sahai et al., 2001). Ces effets de
RhoA sur p21°" semblent constituer un point de contrdle décisif dépendant de I’adhérence

dans la progression G/S. Racl et Cdc42 réprime aussi p21¢"

en induisant sa dégradation
(Bao et al., 2002). RhoA intervient aussi dans répression de la traduction de I’ARNm de

p27"" (Vidal et al., 2002).

Pendant la phase Gi, le taux de cycline D est maintenu constant grace a une activation
prolongée des MAPKSs. Cette activation prolongée fait intervenir des signaux issus des
récepteurs de facteurs de croissance et des molécules d’adhérence. Dans les fibroblastes,
RhoA joue un rdle dans I’expression de la cycline D dépendante de I’adhérence, via la voie
ROCK-LIMK, et cela sans rapport avec les substrats « habituels » de la LIMK (Roovers &
Assoian, 2003; Roovers et al., 2003) et en inhibant I’expression précoce de cycline D induite
par Racl et Cdc42 (Welsh et al., 2001) via NFxB (Westwick et al., 1997; Joyce et al., 1999).
Dans les cellules endothéliales, 1’augmentation de la traduction de la cycline D induite par
Racl semble étre un mécanisme majeur de contrdle de la progression G1/S (Mettouchi et al.,
2001). Par ailleurs, Cdc42 augmente la transcription de I’ARNm de la cycline E en fin de
phase G, via la p56°%K, permettant le passage vers la phase S (Chou et al., 2003).
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b - La mitose

Lors de la mitose, les Rho GTPases interviennent a plusieurs niveaux. La voie RhoA-
ROCK-MLC intervient dans I’alignement des centrosomes nécessaire a la mise en place du
fuseau mitotique (Rosenblatt et al., 2004). Cdc42 intervient dans la mise en place de
I’association entre les microtubules du fuseau mitotiques et les chromosomes via leurs
kinetochores, ce mécanisme fait intervenir 1’effecteur mDia3 (Yasuda et al., 2004; Narumiya
et al., 2004). Cdc42 intervient aussi dans les divisions asymétriques via PAR6 (Gotta et al.,
2001; Peterson et al., 2004; Etienne-Manneville & Hall, 2001). Enfin, RhoA intervient dans la
cytokinése en induisant la contraction de I’anneau contractile. Au moins 3 effecteurs de RhoA
interviennent dans cette fonction, mDia (Kato et al., 2001), ROCK (Yamashiro et al., 2003) et
CITRON Kinase (Gruneberg et al., 2006; Komatsu et al., 2000). Cdc42 intervient dans la
cytokinése en contrélant les septines par I’intermédiaire des BORGS (Binder Of Rho GTPases)
(Joberty et al., 1999; Joberty et al., 2001).

3 - Rho GTPases et survie

Les Rho GTPases sont impliqués dans de nombreux processus anti-apoptotiques. RhoA
protége de 1’apoptose induite par p53 dans le développement des cellules T (Costello et al.,
2000). Rac1 protege de 1’apoptose en induisant la production de ROS par la NAPDH Oxydase
(Joneson & Bar-Sagi, 1999; Pervaiz et al., 2001), I’inhibition de la protéine pro-apoptotique
Bad (Tang et al., 2000; Schurmann et al., 2000) et de la voie JAK/STAT1 via PAK (Loucks
et al., 2006). On sait aussi que Rac2 induit I’activation de la kinase Akt dans les mastocytes
(Yang et al., 2000).

RhoB quant a elle est impliquée dans 1’apoptose induites par les agents causants des
dommages a I’ADN (Liu et al., 2001a) ou les inhibiteurs de Farnésyltransférases
(Prendergast, 2001). Rac1 intervient aussi dans I’induction de I’apoptose par Fas (Brenner et
al., 1997; Subauste et al., 2000).
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Section |l : Les phosphoinositides et les
phosphoinositides 3-Kinases

| - Les phosphoinositides
A - Généralités

Les phosphoinositides (PIPs) sont des dérivés phosphorylés d’un lipide membranaire le
phosphatidylinositol (PI). Leur relative faible abondance au sein des membranes cellulaires
montre qu’ils ne jouent pas la un rble structural fondamental (Overduin et al., 2001). Leur
localisation et leur métabolisme tres finement contrlés en font des seconds messagers
lipidiques essentiels dans le contréle de nombreuses fonctions cellulaires telles que la
régulation du cytosquelette d’actine (Kanzaki et al., 2004; Takenawa & Itoh, 2001), le trafic
vésiculaire (Di Paolo et al., 2004; Huang et al., 2004), le transport du glucose (Lin et al.,
2005; Sbrissa et al., 2004), la régulation de 1’apoptose (Albi & Viola Magni, 2004; Mejillano
et al., 2001), de la prolifération ou la migration cellulaire (Zini et al., 2005; Snoek, 2004)
(Tableau 7).

B - Biologie des phosphoinositides

1 - Structure et métabolisme

Le Pl est un glycérophospholipide membranaire qui représente environ 10% de
I’ensemble des lipides cellulaires (Rameh & Cantley, 1999). 1l est constitué d’un cycle
inositol (en Cg) branché en position 1 a un diacylglycérol (DAG) par une liaison
phosphodiester impliquant le 3°™ groupement hydroxyle de celui-ci. Le DAG contient
généralement un acide stéarique (Cyg saturé) sur le premier groupement hydroxyle et un acide
arachidonique (Cyo polyinsaturé) sur le 2°™ (Figure 8A). 1l constitue la région membranaire
du PI. Le noyau inositol, est quant a lui orienté vers le cytosol, et possede 5 groupements OH
libres dont 3 peuvent étre phosphorylés (positions 3,4 et 5) donnant naissance a 7 formes
différentes de PIPs: 3 monophosphorylées (PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P), 3 biphosphorylées
(P1(3,4)P,, PI(4,5)P,, PI(3,5)P,) et 1 triphosphorylée (PI(3,4,5)P3). Les formes les plus
abondantes des PIPs, les PI(4)P et PI1(4,5)P,, ne représentent que 0,5% de I’ensemble des
lipides membranaires et les formes les moins abondantes, les PI(3,4)P, et PI(3,4,5)P3 ne
représentent que 0,25% des PIPs (Rameh & Cantley, 1999). Malgré cette faible abondance les

PIPs jouent des roles essentiels.

Le métabolisme des PIPs est complexe et la formation, le recyclage et la répartition
cellulaire de ces PIPs sont hautement régulés par un ensemble de kinases et de phosphatases
(Vanhaesebroeck et al., 2001; Martin, 1998; Varnai & Balla, 2006) (Figure 8 ; Tableau 7).
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Domaines

Lipides protéiques Fonctions Références
PI Précurseur des PIPs
PI(4)P PH ; Précurseur des PIPs (Godi et al., 2004; Heraud et al.,
ENTH/ANTH Interaction avec la taline 1998)
. Trafic vésiculaire .
PI(3)P PX; FYVE Endocytose (Gillooly et al., 2001)
PI(5)P PX Cytosquelette d’actine (Albi & Viola Magni, 2004; Sbrissa et
Apoptose al., 2004; Gozani et al., 2003)
Substrat des PLCs (formation de . .
PH - PX: DAG et IPs) (Berridge, 1984; Rhee & Bae, 1997)
ENTH/ANTH ; )
PI(4,5)P, FERM : C2 Précurseur de PI(3,4,5)Ps (PI3K) (Vanhaesebroeck et al., 2001)
S (Kanzaki et al., 2004; Botelho et al.,
Endocytose, Cytosquelette d’actine 2000; Doughman et al., 2003)
PI(3,5)P, PH Trafic vésiculaire (Cooke et al., 1998; Yamamoto et al.,
1995)
PI(3,4)P, PH PrslisEE, S (Janmey et al., 1999)

Cytosquelette d’actine

Prolifération, Survie

PI(3:4,5)Ps IR 22 Sl Cytosquelette d’actine

(Janmey et al., 1999)

Tableau 7 : Les Phosphoinositides, leurs localisations et leurs fonctions.

2 - Le PI(4,5)P; : un réle central dans la biologie des phosphoinositides
a - Syntheése et régulation

Le PI(4,5)P; joue un role central dans la biologie des PIPs. C’est la forme la plus
abondante, agissant au carrefour de plusieurs voies de signalisation majeures. 2 voies de
synthese des PI(4,5)P, ont été décrites. Dans la premiere, dite « classique », le précurseur des
PI(4,5)P; est le PI(4)P produit a partir du PI (Toker, 1998) et dans la seconde il s’agit du
PI(5)P (Rameh ef al., 1997b).

Dans des cellules au repos, il existe un cycle permanent de phosphorylation
déphosphorylation du PI(4)P et du PI(4,5)P,, permettant le maintien d’un pool basal faible
mais constant de PI1(4,5)P, (Michell, 1975).

b - PI(4,5)P, et transduction du signal : 2 voies principales

Le PI(4,5)P; est au centre de plusieurs voies de signalisation. Tout d’abord, le P1(4,5)P;
est le substrat préférentiel des PLCs (Phospholipases C) qui clivent la molécule en DAG et
1(1,4,5)P5 (Inositol Trisphosphate) qui sont des seconds messagers dans ’activation des PKC
(Protéine Kinase C) et la régulation du taux de Ca’" intracellulaire respectivement (Berridge,

1984; Rhee & Bae, 1997; Berridge, 1989).

Parallelement a cette voie le PI(4,5)P, peut étre phosphorylé en positon 3 par les PI 3-
Kinases (PI3K) générant du PI(3,4,5)P;. Le PI(3,4,5)P; joue un rdle dans de nombreuses

fonctions cellulaires en servant de molécule de recrutement pour de nombreuses protéines
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contenant des domaines d’interactions de type domaine PH. Cette voie sera trés largement

exposée dans les paragraphes suivants.

A Le métabolisme des phosphoinositides
_______ Phosphate
A 2 A P
', [ ",L_ﬂ- __." o i i
II":___ g o 5 -__. : . a_ : — 2
e o Lhe
Diacylglyctral Myo Incsitol
B
oaG
=,
& ) .
L oeige \
’;1 MThAs - 5
DAL
=,
o ™o
PI{3,5)P,
mHV
Pl 1
Hru'-.-\ / i

.G'-.l -r- PIPdK n"-.-ﬂl ;
PiPEP
PR PH3.4)P,

Figure 8: Le métabolisme des Phosphoinositides. (A) Structure d’un PI, le 1-Stéaryl-2-Arachidonyl-sn
Glycérol-D-Myo-Inositol. (B) Cycle métabolique des PIPs. Abréviations: DAG (Diacylglycérol) ; MTM
(Myotubularin) ; MTMR (MTM-Related protein) ; PI (Phosphatidylinositol) ; PI4K (PI 4-Kinase) ; PI3K (PI 3-Kinase) ; PIP4K
(PI(5)P 4-Kinase) ; PIPSK (PI(4)P 5-Kinase) ; PI4P (PI 4-Phosphatase) ; PIP4P (PI(4)P 4-Phosphatase); PIPSP (PI(5)P 5-
Phosphatase) ; PLC (Phospholipase C) ; PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) ; SHIP (SH2
containing Inosititide 5 Phosphatase).

3 - Les domaines d’interaction protéine-PIPs rendent compte des fonctions des
PIPs

a - Les domaines d’interaction avec les PIPs

La régulation trés fine du métabolisme des PIPs, induit une répartition trés controlée de

ceux-ci dans les membranes intracellulaires. Cette répartition permet aux PIPs d’intervenir
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dans de nombreux processus, via le recrutement de protéines possédant des domaines
d’interaction spécifiques d’une forme ou I’autre de PIPs. C’est la spécificité de ces domaines
qui rend compte des roles des PIPs dans la cellule. On peut classer ces domaines en 2 grandes
familles les domaines spécifiques des PIPs et les domaines a spectre plus large (Santagata et
al., 2001; Balla, 2005). Parmi ces domaines, on trouve les domaines PH, PX (Phox domain),

FYVE (Fab-1, YGL023, Vps27 and EEA1), ENTH (Epsin N-Terminal Homology), Tubby et C2.

Interactions

Domaines Protéines Références
Lipides Protéines
ENTH PI(4,5)P, epsine 1 ; CALM (Itoh et al., 2001; De Camilli et al., 2002)
FYVE PI(3)P EEA1 (Burd & Emr, 1998; Patki et al., 1998)
PI(4,5)P, PLCS (Lemmon et al., 1995)
Dowler et al., 2000; Rameh et al., 1997a;
PI(3,4)P AL TR (Scheid et al., 2002a)
PH oui "
3 PI(3,5)P, centaurine B2 (Dowler et al., 2000)
>
k=3 . . . (James et al., 1996; Scheid et al., 2002a;
= PI(3,4,5)Ps B3 AIRNIE) § A3 ET Salim et al., 1996; Cozier et al., 2004)
3 ) : .
o PI(3)P PAQPHOX gllaslor;gé;)l., 2001; Kanai et al., 2001; Zhan
o 20 . )
o PX PI(3,4)P, p47PHOX (zléz?)rze;thanasss et al., 2002; Zhan et al,
PI1(3,4,5)P; CISK (Xing et al., 2004; Xu et al., 2001)
P1(4,5)P, PI3K C2y (Song et al., 2001)
FERM PI(4,5)P- oui ezrine, moesine (Chishti et al., 1998; Hamada et al., 2000)
PHD PI(5)P oui ING2 (Gozani et al., 2003; Pendaries et al., 2006)
PS ; PIP PTEN (Ca*"-indépendant) (Lee et al., 1999; Das et al., 2003)
c2 PS; PIP PI3K Il (Ca**-indépendant) (Arcaro et al., 1998)
0 q
o PI(4,5)P, synaptotagmine | .
3 PI(3.4,5)P; (Ca?’ dépendent) (Mehrotra et al., 2000; Shao et al., 1997)
5 . ps85(PI3K la) (Rameh et al., 1995)
3 SH2 PIG45Ps — oul o o (Rameh et al., 1998; Bae et al., 1998)
S PI(4,5)P,
S Tubby PI(3.4)P, Tubby (Santagata et al., 2001)
PS
MARKCS PI(4,5)P, MARKS (Zhang et al., 2003)

Tableau 8 : Les domaines d'interaction avec les PIPs.

b - Le domaine PH

Le domaine PH est une séquence d’une centaine d’acides aminés découverts a 1’origine
dans la pleckstrine, un substrat des PKCs dans les plaquettes (Tyers et al., 1988) comme étant
le premier domaine d’interaction avec les PIPs (Harlan ef al., 1994). Les domaines PH sont
présents dans des protéines kinases (Akt, Btk), des GEFs (famille Dbl), des GAPs, et des
Phospholipases (Cozier et al., 2004). Les domaines PH peuvent reconnaitre les PI1(4,5)P,,
PI1(4)P, PI(3,4,5)P; et PI(3,4)P, avec plus ou moins d’affinité et de spécificité en fonction de
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leur séquence primaire (Lemmon & Ferguson, 2000; DiNitto et al., 2003). Par exemple, le
domaine PH de la PLC3 reconnait le P1(4,5)P, avec une haute sélectivité, alors que celui de
PDKL1 (PI Dependent Kinase 1) reconnait le PI(3,4,5)P; et celui d’Akt reconnait P1(3,4,5)P3 et
P1(3,4)P,. Les différents domaines PH ne présentent que peu d’homologie au niveau de leur
séquence primaire, mais ils montrent une remarquable conservation dans leur structure
secondaire. Les domaines PH forment un « baril B » compose de 7 feuillets § antiparalleles
perpendiculaires, et d'une hélice o C-terminale. La surface de liaison entre le domaine PH et
les PIPs contient principalement des résidus des boucles B1/82, B3/p4, et B6/B7 (Figure 4B
(page 13) et (Figure 12A (page 49)). Les résidus basiques de la boucle B1/B2 sont
particulierement importants pour lier les PIPs, en formant une surface chargée positivement
(Blomberg et al., 1999). Depuis quelques années, d’autres éléments ont montré que les
domaines PH peuvent aussi jouer des roles dans les interactions protéines-protéines
(Lemmon, 2005; Lemmon & Ferguson, 2000). Plus particulierement avec les Rho GTPases :
RhoA et CNK1 (Jaffe et al., 2004), RhoA et Etk (Kim et al., 2002), Rac et PLCB2 (Snyder et
al., 2003) et leur régulateurs tels que le GEFs (Rossman et al., 2002; Lu et al., 2004).

¢ - Le domaine C2

Les domaines C2 ne sont pas des domaines de liaison spécifique des PIPs, mais ils
jouent un réle important dans un certain nombre de molécules intervenant dans leur
métabolisme (Pl kinase et Pl phosphatase). Le domaine C2 est une séquence de 80 a 160
résidus possédant une capacité de liaison au phospholipides Ca?*-dépendante et/ou Ca?*-
indépendante (Vanhaesebroeck et al., 2001). Ce type de domaine a été mis en évidence dans
les PKCs (Nishizuka, 1988). Les domaines C2 ont une spécificité large, ils reconnaissent la
plupart des phospholipides anioniques (PIPs, phosphatidylsérine) (Rizo & Sudhof, 1998).
Certains domaines C2 sont dépourvus des résidus impliqués dans la fixation du Ca®* et sont
plus particuliérement impliqués dans des mécanismes Ca?*-indépendant, par exemple le
domaine C2 C-terminal des PI3Ks de classe Il et celui de PTEN.

Il - Les Phosphoinositides 3-Kinase : PI3Ks
A - Généralités
Parmi les Pl kinases qui régulent le métabolisme des PIPs, la famille des kinases
catalysant le transfert d’un groupement phosphate en position 3 du cycle inositol, les Pl 3-
Kinases (PI3Ks), est une famille tres importante (Figure 8). Les PI3Ks peuvent phosphoryler

le PI, le PI(4)P et le P1(4,5)P, respectivement en PI(3)P, PI(3,4)P; et PI(3,4,5)P3s. Depuis sa
découverte au début des années 90, I’activité PI3K et ses produits ont été impliqués dans
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diverses fonctions cellulaires telles que la régulation du taux de Ca** intracellulaire ou la
survie cellulaire, dont un des nombreux aspects sera détaillé dans la Section Ill avec la
biologie de la kinase Akt. Les membres de la famille des PI3Ks sont répartis en trois classes
sur la base de leurs substrats spécifiques, leur structure et leur mécanisme de régulation
(Domin & Waterfield, 1997) (Figure 9).

B - Les 3 classes de PI3Ks

1 - Les sous-unités catalytiques

Il existe 8 sous-unités catalytiques possedant une activité PI3K. Ces 8 protéines
partagent des régions d’homologies (numérotées de I’extrémité C vers N-terminale), la région
HR1 (Homology Region 1) représente le domaine catalytique, la région HR2 ou PIK (PI Kinase
homology) de fonction mal connue, la région HR3 qui est un domaine C2 et la région HR4 qui
est un RBD (Ras Binding Domain) (Walker et al., 1999). Les variations de ce schéma de base

seront décrites comme des spécificités de chaque classe.
2 - Les PI3Ks de classe |

Les PI3Ks de classe | sont des hétérodimeéres constituées d’une sous-unité régulatrice de
50 a 90 kDa et d’une sous-unité catalytique de 110 kDa. Elles sont capables de phosphoryler
les PI, PI(4)P et PI(4,5)P, en position 3 du noyau inositol, in vitro et préférentiellement le
P1(4,5)P; in vivo (Hawkins et al., 1992; Stephens et al., 1991). On en distingue 2 sous-classes
en fonction de la nature de leurs différentes sous-unités et de leur mode d’activation. La classe
I est associée aux tyrosines phosphorylées (via des adaptateurs) et a la GTPase Ras, et la

classe Ig aux protéines G hétérotrimériques.
a- Laclasse I

Les sous unités catalytiques des PI3Ks de classe I sont aux nombres de 3 codées par 3
génes : Pik3ca qui code pour p110a, Pik3cb qui code pour p110p et Pik3cd qui code pour
p1105 (hématopoiétique) (Vanhaesebroeck et al., 2001). Ces 3 isoformes contiennent a leur

extrémité N-terminale un domaine de liaison a la sous unité regulatrice.

La caractéristique de cette sous-classe réside dans les sous-unités régulatrices associées
qui possédent des domaines SH2 (Src Homology 2) reconnaissant des motifs phosphorylés sur
Tyrosine (Y (P)xxM). On connait 5 isoformes majeures de la sous-unité régulatrice des PI3Ks
de classe 1A codees par 3 génes, Pik3rl code pour p85a, p55a et p50a, Pik3r2 code pour
p85pB et Pik3r3 code pour p55y (cerveau et testicule). Toutes ces isoformes partagent une
région C-terminale formées par 2 domaines SH2 encadrant une région dites inter-SH2 (iISH2)

qui est la zone d’interaction entre la sous-unité régulatrice et la p110 (Dhand et al., 1994;

Page |35



Klippel et al., 1993). Les différences entre ces 5 isoformes se retrouvent donc dans la région
N-terminale, qui contient pour les 2 p85 (o et B), un domaine SH3 et un domaine BH (Bcr
Homology) homologue d’un domaine RhoGAP encadré par 2 régions PR (Prolin Rich) (Otsu et
al., 1991). Le domaine BH fera 1’objet d’un autre paragraphe. Les isoformes p55a et
p50c issues d’épissage alternatifs du géne Pik3rl et p55y ne possédent qu’une région PR
précédée par une séquence de 34, 6 ou 34 résidus respectivement (Okkenhaug &
Vanhaesebroeck, 2001) (Figure 9A).

b - Laclasse Ig

On ne connait qu’une seule PI3K de classe Ig. Elle est formée de la sous-unité
catalytique p110y et de la sous-unité régulatrice p101. La sous-unité régulatrice de la PI3K Ig,
pl01 est codée par le gene Pik3r5. Elle ne possede aucune homologie avec les sous-unités
régulatrice de la classe I, et possede un domaine de liaison aux récepteurs couplés aux

protéines G hétérotrimériques (Vanhaesebroeck et al., 2001) (Figure 9B).
3 - Les PI3Ks de classe Il

Contrairement aux PI3Ks de classe | et Il les PI3K de classe 1l sont des monomeéres
d’environ 170 kDa : les PI3BK-C2. On en connait 3 isoformes PI3K-C2a, PI3K-C2f qui sont
ubiquitaires et PI3K-C2y qui est principalement exprimée dans le foie (Vanhaesebroeck et al.,
2001). Cette famille de PI3Ks est caractérisée par un domaine C2 supplémentaire en C-
Terminal qui reconnait les phospholipides de maniére indépendante du Ca** (Arcaro et al.,
1998) et un domaine PX. Leurs substrats préférentiels, in vitro, sont le PI et le P1(4)P mais pas
le P1(4,5)P, (Domin et al., 1997). Contrairement aux PI3Ks de classe I, les PI3Ks de classe Il
sont majoritairement liées aux membranes, par des mécanismes indépendants du domaine C2
C-terminal, qui semble avoir plutdt un effet inhibiteur sur I’activité kinase, qu’un réel réle de
localisation cellulaire (Arcaro et al., 1998). Les réles précis de cette classe de PI3K ne sont
pas encore trés clairs, mais elle semble jouer un réle dans le trafic vésiculaire et I’endocytose
clathrine-dépendants (Gaidarov et al., 2001; Gaidarov et al., 2005) et la régulation du

cytosquelette d’actine dans les cellules en migration (Domin et al., 2005) (Figure 9C).
4 - Les PI3Ks de classe Il

La PI3K de classe Il est un hétérodimere constitué d’une sous-unité catalytique
homologue de la protéine de levure Vps34p (Vacuolar-protein-sorting 34 protein) (Herman et al.,
1992) et d’une sous-unité régulatrice a activité Ser/Thr kinase, la p150. Les PI3Ks de classe

I11 ont pour seul substrat spécifique, le Pl (Volinia et al., 1995). La région N-terminale de

Page |36



Vps34p ne contient pas de RBD. La PI3K de classe III joue un role dans le trafic
intracellulaire (Gillooly et al., 2001) (Figure 9D).

Aﬁ:i BH Pﬂ ra plS: PI3K Classe |, La Famille
e | pasy des PI3Ks
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Figure 9 : La famille des PI3Ks. (A) Les PI3Ks de classe I, sont constituées d’une sous-unité régulatrice (p85,
p55 ou p50) et d’une sous-unité catalytique (pl110). Elles sont activées en réponse aux stimulations des
récepteurs a activité tyrosines kinase et a Ras. (B) La PI3K de classe Ig est constituée d’une sous-unité
régulatrice pl101 et d’une sous-unité régulatrice pl110y. Elle est activée en réponse aux récepteurs couplés aux
protéines G trimériques. (C) Les PI3Ks de classe II ne possedent pas de sous-unité régulatrice, mais un domaine
C2 supplémentaire. Elles interviennent dans la régulation de ’endocytose clathrine-dépendante et le trafic
intracellulaire. (D) La PI3K de classe III est constituée d’une sous-unité régulatrice (p150) et d’une sous-unité
catalytique (Vsp34p). Elle intervient dans le trafic endosomal. Abréviations: BH (Ber Homology); GPCR (G-Protein
Coupled Receptor); HR (Homology Region); PR (Prolin rich Region); RBD (Ras Binding Domain); SH2 (Src Homology domain
2) ; SH3 (Src Homology domain 3); TKR (Tyrosine Kinase Receptor).

C - La biologie des PI3Ks de type Ia
1 - Les mécanismes de régulation des PI3Ks I,
a-Lapll0
Les nombreuses ¢tudes d’inactivation ciblées de geénes menées chez la souris

(Vanhaesebroeck et al., 2005) ont permis de monter que 1’inactivation de Pik3ca (Bi et al.,

1999) ou Pik3cb (Bi et al., 2002) est létale. De plus, elles ont permis de montrer que les
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différentes isoformes de p110 ne semblent pas avoir de spécificité pour 1’une ou 1’autre des
sous-unités regulatrices. Les p110a et p110B n’ont pas les mémes activités catalytiques sur
les lipides (Beeton et al., 2000). p110a possédent une meilleure affinité pour PI(4,5)P, que
pl10B (Beeton et al., 2000). De plus, les p110 possédent aussi une activité sérine/thréonine
kinase. Les différentes isoformes de p110 ne sont pas stables dans le cytosol, ce qui explique
les roles multiples des p85 dans la stabilisation, la localisation et la régulation de I’activité de
la p110.

b - Le complexe p85/p110 au repos

Les sous-unités régulatrices p85a et p85f étant les plus exprimées (p85a>>p85p), nous

discuterons ici plus particulierement des régulations qui leur sont propres.

L’interaction entre la sous-unité catalytique (p110) et la sous-unité régulatrice (p85) se
fait au niveau de la région inter-SH2 (iSH2) des p85 (Fu et al., 2004) et de la région N-
terminale de p110 (Yu et al., 1998a). En absence de stimulation, la p85 interagit avec la p110
dans le cytosol, permettant la stabilisation de celle-ci et une inhibition de son activité
catalytique (Yu et al., 1998b; Fruman et al., 2000). Cette inhibition de I’activité catalytique
nécessite la présence du domaine nSH2 (en position N-Terminale) (Yu et al., 1998a). De plus,
dans cette configuration, p85 empéche 1’activation de la p110 par Ras via son RBD (Jimenez
etal., 2002).

p85 peut réguler la disponibilité de p110 (Ueki et al., 2003; Ueki et al., 2002). Il a été
montré que p85 peut s’homodimériser via des interactions entre son domaine SH3 et son
motif PR N-terminal et via des interactions BH-BH (Harpur et al., 1999). Dans le contexte de
la signalisation de I’insuline, les monomeres de p85 peuvent entrer en compétition avec les
complexes p85/p110 pour les motifs tyrosines phosphorylés de 1’adaptateur, IRS (Insulin
Receptor Subunit) aussi bien in vitro (Luo et al., 2005a) qu’in vivo (Barbour et al., 2005). Dans
ce méme contexte, il a été montré que I’inhibiteur de STAT, SOCS6 peut entrer en
compétition avec pll10 pour I’interaction avec p85 monomeérique, aboutissant a une
diminution de I’activité de PI3K (Li et al., 2004).

C - Le complexe p85/p110 lors de I’activation de la PI3K

Apres stimulation par des facteurs de croissance ou cytokines entrainant 1’activation de
tyrosines kinases (intrinseques (PDGF, Insuline) ou associées aux recepteurs (IL-2, BCR)), la
phosphorylation de résidus tyrosines permet le recrutement du complexe p85/p110 a la
membrane sur le site d’activation grace aux domaines SH2 de p85 (Carpenter et al., 1993;
Skolnik et al., 1991; Kontos et al., 1998; O'Brien et al., 2000). Cette interaction des domaines
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SH2 avec les motifs phosphorylés sur tyrosines induit des changements conformationels qui
augmentent ’activité catalytique de la p110 (Nolte et al., 1996) et autorise son activation par
Ras (Jimenez et al., 2002; Kodaki et al., 1994). De plus, p85 peut étre phosphorylée sur le
résidu Y®® par les kinases de la famille Src, Lck ou Abl (von Willebrand et al., 1998), cette
phosphorylation semble jouer un role dans la levée d’inhibition de la p85 sur la pl110
entrainant une augmentation de 1’activité de la p110 (Cuevas et al., 2001; Farias et al., 2005;
Martinez-Lorenzo et al., 2000).

Les p85 interviennent aussi lors de I’inhibition de 1’activité de la p110 lors du retour a
1’état basal. Les domaines SH2 de p85 peuvent interagir avec les P1(3,4,5)P3 en induisant une
diminution de I’activité (Rameh et al., 1995; Chellaiah et al., 2001). La phosphatase SHP1
peut, elle aussi étre recrutée via les domaines SH2 de p85 et catalyser la déphosphorylation du
résidu Y®%, ce qui diminue Pactivité de la p110 (Cuevas et al., 1999). Enfin p110c. et B sont
capables de phosphoryler le résidu S°°® de p85 ce qui entraine une inhibition de activité
lipide kinase de p110 (Foukas et al., 2004).

d - Autres régulations du complexe p85/p110

Les domaines SH2 de p85 ne sont pas les seuls régulateurs de son action sur la p110.
Ainsi, le domaine SH3 et les motifs PR peuvent interagir avec des molécules qui inhibent
I’activation ou la localisation du complexe p85/p110 comme 1’adaptateur Ruk/CINS85
(Borthwick et al., 2004; Gout et al., 2000), mais aussi des molécules qui augmentent cette
activité comme les adaptateurs Grb2 ou SOS (Ren et al., 2005) ou les kinases Crkll (Gelkop
et al., 2001), Lyn ou Fyn dans les lymphocytes (Pleiman et al., 1994).

Le domaine BH de p85a et p85p est la région la plus divergente entre ces 2 isoformes
(Otsu et al., 1991; Musacchio et al., 1996). Ce domaine présente de trés fortes homologies
avec le domaine GAP de la protéine Bcr (Breakpoint Cluster Region). Plusieurs études ont réussi a
montrer une activité GAP trés faible du domaine BH pour Rac et Cdc42 (Musacchio et al.,
1996; Zheng et al., 1994; Tolias et al., 1995), et récemment une étude a montré une activité
GAP du domaine BH a de fortes concentration de p85 de 1’ordre de la dizaine de puM contre
nM dans les études précédentes (Chamberlain et al., 2004). De plus, on sait que Racl et RhoG
sont capables d’activer la PI3K d’une maniére p85 dépendante (Murga et al., 2002) et que
Racl intervient dans la protection vis-a-vis de 1’apoptose via une activation de PI3K (Fukuda
et al., 2005).
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e - Les roles de p85 indépendants de son association avec p110

Plusieurs études ont montré que p85 possédait des fonctions indépendantes de son role
régulateur de l’activit¢ de pl110. p85 intervient par exemple, dans la régulation du
cytosquelette d’actine en activant Cdc42 (Jimenez et al., 2000) ou Racl (Hill et al., 2001) de
maniere p110 indépendante. De plus, il a aussi été mis en évidence que p85, Racl et PAK
sont impliquées dans la transcription NFAT dépendante (Kang et al., 2002). Enfin, p85 est
aussi capable d’induire une activité JNK dépendante de la région N-terminale de p85 (Ueki et
al., 2003).

2 - Les fonctions des PI3Ks I,

Les PI3K I sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires en produisant les
PI1(3,4,5)P; qui permettent le recrutement local de protéines possédant des domaines PH. Les
cibles majeures des P1(3,4,5)P3 sont les kinases Akt et PDK1, dont la biologie sera détaillée
dans la Section Il (page 46), les tyrosines kinases de la famille Tec, la PLCy et enfin des
GEFs de Rho et Arf GTPases.

Les tyrosines kinases de la famille Tec (Btk (Bruton Tyrosine Kinase) et Itk (Inductible T cell
Kinase)) sont activées via le recrutement a la membrane par leur domaine PH qui est trés
specifique des PI(3,4,5)P3; (August et al., 1997). Une fois localisées, elles sont activées par
phosphorylation sur tyrosines par les kinases de la famille Src (Fyn) et la sérine/thréonine
kinase PDK1 (Li et al., 1997b). Les cibles principales de ces kinases sont la PIP5K qui
intervient dans la génération de P1(4,5)P, (Saito et al., 2003; Schwartzberg, 2003) et la PLCy
qui joue un réle crucial dans la régulation du taux de calcium intracellulaire. Cette derniére est

aussi régulée directement par les P1(3,4,5)P; via son domaine PH (Bae et al., 1998).

Les PI3Ks Ia interviennent aussi dans la régulation du cytosquelette d’actine par les
Rho GTPases. Ainsi, les PI3Ks ont été impliquées dans des réarrangements du cytosquelette
en réponse au PDGF, via Rac (Hawkins et al., 1995; Wennstrom et al., 1994), ou Cdc42
(Jimenez et al., 2000). Une des explications de ce role des PI3Ks sur I’activation des Rho
GTPases, repose sur ’activation de GEFs. Comme nous 1’avons vu précédemment (page 11),
les GEFs de la famille Dbl possédent un domaine PH qui leur confere une affinité pour les
P1(3,4,5)P3. Ainsi, I’activation de plusieurs GEFs de Rac et Cdc42 ont été mise en relation
avec I’activité PI3K, que ce soit les GEFs de la famille Dbl telles que Vavl (Prisco et al.,
2005), P-Rex2b (Li et al., 2005b), Tiam1 (Baumeister et al., 2003), ou celles de la famille
DOCK180 directement via leur domaine DHR1 ou via le domaine PH de ELMO (Lu et al.,
2004; Lu & Ravichandran, 2006). La PI3K peut aussi participer de facon plus structurale a
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I’activation, comme dans le complexe Eps8/Abil/Sos-1 qui posséde une activit¢ Rac GEF

(Innocenti et al., 2003).

Régulation et fonctions
des PI3K |,

£ mrpmisam

PpAND ireitakls

Figure 10 : Structure et régulation des PI3Ks I, (A) Comparaison de la structure tridimensionnelle du
domaines BH de p85a (Réf PDB :1PBW (Musacchio et al., 1996)) et du domaine GAP de pSORhoGAP (Réf
PDB : 1RGP (Barrett et al., 1997)). (B) La p85 est un régulateur clé de ’activité de la PI3K I, qui peut entrer
en compétition pour la formation de dimeéres (p85-p85 ou p85-P110), mais aussi pour les sites de recrutement
des dimeres p85-p110 sur les sites d’activation. Dans le cytosol, p85 stabilise et inhibe I’activité kinase de la
p110, mais une fois recrutée au niveau d’un récepteur grace a ces domaines SH2, elle va contribuer a I’activation
de la pl110 et la génération de PI(3,4,5)P; (entre autres). (C) Cette augmentation locale de la quantité¢ de
PI(3,4,5)P; va permettre le recrutement et I’activation de plusieurs molécules impliquées dans le trafic
vésiculaire, 1’organisation du cytosquelette, la migration et la survie cellulaire.

Les PI3Ks de classe 14 interviennent aussi dans la régulation des GTPases de la famille
Arf qui jouent un role dans le trafic vésiculaire. Les PI(3,4,5)P; permettent le recrutement de
GEFs de Arf telles que GRP1 (General Receptor for PI) (Klarlund et al, 1998), Arno
(Venkateswarlu et al., 1998) ou la cytohesine 1 (Meacci et al., 1997).
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3 - Les inhibiteurs pharmacologiques des PI3Ks

Le role central joué par la PI3K dans de nombreux processus a incité a rechercher des
moyens d’en abolir D’activité. Plusieurs inhibiteurs pharmacologiques plus ou moins
spécifiques de la PI3K ont ainsi été décrits (Davies et al., 2000). Les plus couramment utilisés
sont le LY294002 (Vlahos et al., 1994) et la Wortmannin (Arcaro & Wymann, 1993). Le

Tableau 9 résume les propriétés et les doses utilisés de chacun de ces inhibiteurs.

Caractéristiques Wortmannin LY294002

Site d'action Site de liaison a I'ATP Site de liaison a I'ATP
Mode d'action Inhibition irréversible Inhibition compétitive

ICso pour p110« in vitro 2a5nM 0,5a1,5uM

Spectre d'action tzczuggsniﬂa)uf PI3KC2a (ICso Iggtsﬁ/l )sauf PI3KC2a (ICso
Sensibilité de I'activité protéine kinase Idem Lipide Kinase Idem Lipide Kinase
Stabilité en solution aqueuse Faible Bonne

Dose d'emploi 20 a 50 nM 5a20uM

Tableau 9 : Comparaison des propriétés des inhibiteurs de la PI3K, Wortmannin et LY294002. (d’aprés
(Stein & Waterfield, 2000)).

Il - Les Pl Phosphatases

A - La Pl 3-Phosphatase, PTEN
1 - Généralités

La protéine PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10), aussi appelée
MMACL1 (Mutated in Multiple Advanced Cancers) a tout d’abord été décrite comme un suppresseur
de tumeur dans les gliomes, dont le géne est localisé sur le chromosome 10923 (Li et al.,
1997a; Steck et al., 1997; Myers et al., 1997). PTEN est délétée ou mutée dans prés de 50%
des cancers (Cantley & Neel, 1999; Simpson & Parsons, 2001), mais aussi dans d’autres
pathologies telles que certains types d’autismes (Butler et al., 2005) ou des pathologies

cardiovasculaires (Oudit et al., 2004).
2 - Structure

PTEN est une protéine de 403 résidus ayant un poids moléculaire de 53 kDa. Elle est
organisée en une extrémité N-terminale polybasique intervenant dans la liaison avec les PIPs,
un domaine catalytique PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) de type CxR5 qui lui confere une
activité proteine et lipide phosphatase, un domaine C2 et une extrémité C-terminale contenant

un domaine de liaison au domaine PDZ (PSD95/SAP90, DLG, ZO-1) et 2 séquences PEST
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impliquées dans la dégradation protéique (Leslie & Downes, 2004; Maehama et al., 2001). Le
domaine C2 de PTEN présente les mémes caractéristiques que le domaine C2 C-terminal des
PI3Ks de classes Il (Lee et al., 1999).

3 - Fonctions

PTEN possede une double activité enzymatique, protéine phosphatase et lipide
phosphatase, cette derniere étant essentielle a sa fonction suppresseur de tumeur (Myers et
al., 1998). PTEN déphosphoryle en position 3 du cycle inositol, le PI(3)P, le PI(3,4)P, et le
P1(3,4,5)P3 ainsi que 1’I(1,3,4,5)P4 in vitro, mais son substrat préférentiel in vivo semble étre
le PI(3,4,5)P3; (Maehama et al., 2001; Vanhaesebroeck et al., 2001). Cette activité lipide
phosphatase fait de PTEN I’antagoniste des PI3Ks de classe | (Myers et al., 1998). Dans des
lignees cellulaires tumorales dépourvues de PTEN, ainsi que dans des lignées cellulaires
dérivées de souris knock-out (KO) pour PTEN, les niveaux de P1(3,4,5)P; et de PI(3,4)P, sont
constitutivement élevés en comparaison du phénotype sauvage (Stambolic et al., 1998).
L’augmentation des niveaux de P1(3,4,5)P; et de PI(3,4)P, dans ces cellules s’accompagne
d’une activation d’Akt et la réintroduction de PTEN entraine une inhibition d’ Akt et d’autres
cibles de la PI3K (Stambolic et al., 1998; Sun et al., 1999).

L’activité protéine phosphatase de PTEN intervient dans la déphosphorylation de FAK
(Tamura et al., 1998), du PDGFR (Mahimainathan & Choudhury, 2004) et une auto-
déphosphorylation (Raftopoulou et al., 2004). Ces déphosphorylations de protéines jouent un
role dans I’adhérence et la migration cellulaire (Mahimainathan & Choudhury, 2004; Tamura
etal., 1998).

4 - Localisation et régulation de PTEN

Malgré ces sites d’interaction avec les lipides (N-terminal et C2) et des protéines
(liaison au PDZ), PTEN est une protéine majoritairement cytosolique et nucléaire
(Lachyankar et al., 2000). Les gradients de répartition subcellulaire de PTEN jouent un role
important dans 1’établissement de gradient de PI(3,4,5)P; impliqués dans la migration
(Cf. page 24) (Li et al., 2005a; Li et al., 2003) et la cytokinese (Janetopoulos et al., 2005),
mais les mécanismes entrant dans la formation de ces gradients ne sont pas encore connus.

La régulation de I’activit¢ de PTEN n’est pas entiérement caractérisée. Des sites de

S0 gt 1a S35,

phosphorylation sur sérine/thréonine ont été mis en évidence, principalement la
Ces phosphorylations semblent avoir un réle inhibiteur sur PTEN en I’empéchant d’adopter la
conformation la plus adaptée a son activité et de lier les protéines a domaine PDZ (Vazquez et

al., 2001). Actuellement plusieurs kinases ont été identifiees comme pouvant phosphoryler
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PTEN, CK2 (Casein Kinase 2) (Torres & Pulido, 2001), LKB1 (Mehenni et al, 2005),
MAST205 (Microtubule-Associated Serine/Threonine kinases) (Valiente et al., 2005), GSK3p
(Glycogen Synthase Kinase 3B) (Al-Khouri et al., 2005) et ROCK (Li et al., 2005a). Ce dernier
cas, met en relation la localisation et I’activité de PTEN lors de la migration, avec celles des
Rho GTPases (Li et al., 2005a). Un autre mode de régulation de I’activité de PTEN est
I’oxydation réversible d’un résidu cystéine dans le domaine catalytique (Lee et al., 2002;

Leslie et al., 2003).

-~ 1ma SHIPY
s G+ —@ e SHIP2

MHPEY

Figure 11 : Les PI-phosphatases PTEN et SHIP.

B - La Pl 5-Phosphatase, SHIP
1 - Généralités
La protéine SHIP (SH2 containing Inosititide 5 Phosphatase) a été initialement décrite comme
une protéine de 145 kDa dont la phosphorylation sur tyrosine est induite par de nombreux
facteurs de croissances et cytokines dans les cellules hématopoiétiques (Damen et al., 1993;
Kavanaugh & Williams, 1994). Ce n’est qu’en 1996 que son activité PI 5-phosphatase a été

mise en évidence (Damen ef al., 1996).
2 - Les différentes isoformes de SHIP

La famille des Phosphatases SHIP contient 2 membres, SHIP1 (hématopoiétique) et
SHIP2 (ubiquitaire). Plusieurs isoformes de SHIP1 ont été décrites avec différents poids
moléculaires 145 kDa, 135 kDa, 125 kDa et 110 kDa. Ces différentes isoformes sont toutes
codées par le méme gene et issues soit d’un épissage alternatif interne (SHIP1a (145 kDa),
SHIP1pB (135 kDa) et SHIP15 (110 kDa)) (Wolf et al., 2000; Lucas & Rohrschneider, 1999),
soit d’une initiation de la traduction décalée qui ampute la protéine de ses 214 premiers
résidus (SIP110 ou SHIP1y (110 kDa)) (Kavanaugh et al., 1996; Tu et al., 2001), soit enfin,
de dégradation post-traductionnelles de I’extrémité C-terminale par les calpaines (Damen et

al., 1998). Mais la pertinence in vivo de ce dernier point reste toujours sujet a controverse
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(Horn et al., 2001). La protéine SHIP2 est une proteine de 155 kDa codée par un gene
différent de SHIP1.

3 - Structure

La séquence codante de SHIP1a a été clonée en 1996 par 3 équipes indépendantes en
1996 (Damen et al., 1996; Lioubin et al., 1996; Kavanaugh et al., 1996). Cette sequence de
1190 reésidus code pour une protéine d’un poids moléculaire théorique de 145 kDa. La
protéine SHIP est constituée d’une région N-terminale contenant un motif SH2, d’un domaine
catalytique central a activité Pl 5-phosphatase (400-500 résidus) et d’une région C-terminale
contenant plusieurs motifs d’interaction protéine-protéine. Cette région C-terminale contient 2
motifs de phosphorylation sur tyrosine (NPxY) permettant la liaison de protéines a domaines
PTB (PhosphoTyrosine Binding) ou SH2, ainsi que plusieurs PR permettant la liaison de protéines

a domaines SH3.

SHIP2 est une protéine de 1258 résidus pour un poids moléculaire de 155 kDa. Elle
présente 42.7 % d’identité avec SHIP1a (Pesesse et al., 1997). SHIP2 est composée d’un
domaine SH2 (54% d’identité avec SH2 de SHIPla (Krystal et al., 1999)), suivi d’un
domaine catalytique (64 % d’identité avec SHIP1a) et une région C-terminale contenant un
seul motif NPxY, plusieurs motifs PR et un domaine SAM (Sterile Alpha Motif) qui permet des
interactions homophiliques et hétérophiliques (avec les domaines SH2) (Schultz et al., 1997;
Peterson et al., 1997).

4 - Fonctions
a - Les fonctions liées a ’activité phosphatase

Les protéines SHIP sont des Pl 5-phosphatases qui hydrolysent le PI(3,4,5)P; en
P1(3,4)P; et 1’1(1,3,4,5)P4 en 1(1,3,4)P3 in vitro (Damen et al., 1996; Lioubin et al., 1996;
Pesesse et al., 1997). In vivo, leur substrat préférentiel est le P1(3,4,5)P3; (Brauweiler et al.,
2000; Scheid et al., 2002b; Wada et al., 2001). Ce sont donc des régulateurs négatifs de la
quantité de PI(3,4 ,5)P3 dans la membrane.

Les fonctions de SHIP1 sont restreintes a son expression, c'est-a-dire les cellules
hématopoiétiques. Dans les lymphocytes B, SHIP1 est associée a la régulation négative du co-
engagement du BCR (B-Cell Receptor) et du récepteur du fragment Fc des IgG, le FcyRIIB (Fcy
fragment Receptor 11B) par 1’antigéne et les IgG sécrétées (Ganesan et al., 2006; Isnardi et al.,
2006; Lioubin et al., 1996). Dans ce contexte SHIP est recruté au niveau de motifs tyrosines
phosphorylés, les ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) situés dans le domaine

cytoplasmique du FcyRIIB. Ce recrutement & la membrane induit une diminution de la
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quantité de PI(3,4,5)Ps, ce qui entraine une diminution de I’activation de Btk, de PLCy
(Lioubin et al., 1996), mais aussi d’ Akt (Carver et al., 2000). SHIP2 est capable de remplir les
mémes fonctions que SHIP1 dans les lymphocytes B (Muraille et al., 2000; Bruhns et al.,
2000) et ce, méme en absence de SHIP1 (Brauweiler et al., 2000).

b - Les fonctions indépendantes de I’activité phosphatase

Les SHIPs possédent plusieurs résidus tyrosines phosphorylables dans leur région C-
terminale. La phosphorylation de ces résidus ne semble pas jouer de réle dans I’activité
catalytique (Taylor et al., 2000). L’activité des SHIP semble étre régulée par la localisation de
celles-ci a la membrane, aux sites de production des PI(3,4,5)P3, par de nombreux adaptateurs
tels que Shc (Habib et al., 1998a; Habib et al., 1998b; Ishihara et al., 1999; Pesesse et al.,
2001), Dok (Ganesan et al., 2006; Tamir et al., 2000) ou p130“*° (Prasad et al., 2001; Prasad
& Decker, 2005). Cette dépendance de la localisation a été montré dans de nombreuses
stimulation par des facteurs de croissance (Phee et al., 2000).

SHIP intervient aussi en tant que régulateur négatif de la voie d’activation des MAPKSs
par Ras en stimulant 1’activit¢t GAP de RasGAP via I’adaptateur Dok (Tamir et al., 2000;
Ganesan et al., 2006) ou en entrant en compétition avec le complexe Grb2/Sos pour
I’adaptateur Shc, cela a été décrit en réponse a I’insuline (Ishihara et al., 1999), 'EGF
(Pesesse et al., 2001), et plusieurs autres facteurs de croissance (Habib et al., 1998b; Habib et
al., 1998a), ce qui fait de ce mécanisme un mode d’inhibition de la voie des MAPKs par SHIP
indépendant de son activité phosphatase.

¢ - SHIP et le cytosquelette

SHIP2 interagit avec p130““°, un adaptateur important dans I’organisation du
cytosquelette d’actine (Prasad et al., 2001), ainsi qu’avec la vinexine (Paternotte et al., 2005).
L’adhérence des cellules au Collagéne | induit la phosphorylation de SHIP2 (Prasad et al.,
2001; Paternotte et al., 2005). SHIP2 est localisée aux adhésions focales ainsi qu’aux
lamellipodes (Prasad et al., 2001). De plus, la surexpression de SHIP2 augmente 1’adhérence
cellulaire (Prasad et al., 2001; Paternotte et al., 2005). SHIP2 pourrait donc jouer un rdle dans

I’adhérence cellulaire.
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Section Il : La Kinase Akt
| - Généralités
A - Généralités

La découverte d’ Akt débute en 1977 par I’isolation du rétrovirus murin AKTS a partir
d’une lignée de thymome issue d’une souris AKR (Staal et al., 1977). Ce virus induit la
transformation de la lignée épithéliale pulmonaire de vison CCL-64. Le produit de ce virus est
un oncogene, v-Akt dont on a identifié 2 homologues Aktl et Akt2 chez la souris (Staal,
1987; Staal et al., 1988). C’est 14 ans plus tard qu’un homologue de cet oncogene a été
identifié chez ’homme par 3 groupes indépendants comme étant une kinase de la famille
AGC (cAMP, cGMP, Ca*" induced Kinases). Le groupe de Jones a identifié une kinase capable de
phosphoryler 1’histone H1 in vitro (Jones et al., 1991b). Ils ont appelé cette kinase RAC
Protein Kinase (Related with Protein Kinase A and C Protein Kinase), mais cette dénomination n’est
plus utilisée. Le groupe de Bellacosa a cloné un homologue cellulaire de v-Akt, c-Akt, et
montré que v-Akt est une protéine issue de la recombinaison entre le gene viral GAG et le
gene c-Akt. De plus, ils ont aussi montré qu’Akt possédait des similitudes avec les kinases
PKC et PKA (Bellacosa et al., 1991). Enfin, le troisieme groupe a identifié par PCR une
kinase qu’il appela PKB (Protein Kinase B) qui presentait des homologies avec PKA et PKC
(Coffer & Woodgett, 1991).

Au final il s’avére que ces trois protéines étaient en fait identiques. Akt/PKB est donc
une sérine/thréonine kinase de 57 kDa de la famille des kinases AGC. Cette famille regroupe
un ensemble de kinases, partageant structure et mode d’activation. Parmi les autres membres

de la famille on trouve SGK (Serum and Glucocorticoid induced Protein Kinase), p70%°%¢

(p70 S6
Kinase), PKCa, p90RSK (p90 Ribosomal S6 Kinase). Par souci de simplification Akt/PKB sera

toujours nommeée Akt, dans la suite du manuscrit.
B - Isoformes d’Akt et données des souris KO

Chez ’homme on a identifi¢ 3 génes codant pour 3 protéines Akt: Aktl/PKBa,
Akt2/PKBp, Akt3/PKBy (Tableau 10). Ces 3 génes donnent naissance a 5 protéines
différentes dont 2 variants d’épissage, Akt2/PKBP1 (Jones et al., 1991a) et Akt3/PKByl
(Brodbeck et al., 2001; Wennerberg et al., 2002) (Figure 12A).

La famille des kinases Akt est trés conservée dans 1’évolution. Elle présente prés de
95% d’identité en acides aminés entre le rat, la souris et ’homme et 60% entre I’homme et C.
elegans (Franke et al., 1994). Les 3 isoformes d’Akt sont exprimées différemment en fonction

des tissus et cela aussi bien au niveau protéique que mRNA (Tableau 10).
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Protéine Expression Homologie avec

Geéne (résidus) Forte Faible AKtL Références
C C Foi PH 100% (Staal et al., 1988)(Bell
erveau Coeur oie : 7 aal et al, ellacosa
AKt1/PKBa  14g32 480 Thymus Rein Kinase (00 0/° et al, 1993; Kontos et al.,
Testicule Rate HM 100 % 1998)
100 %
Tissu adipeux Cerveau PH 80 %
brun Rein Kinase 920 % (Chen et al., 2001a; Chen et
Akt2/PKBB 19913 481 Cervelet Poumon HM 66 al., 2001b; Altomare et al.,
Coeur Rate 1998; Bellacosa et al., 1995)
Muscle Sq. Testicule 81 %
Coeur PH 84 %
Cerveau - Kinase 88 % (Murthy et al., 2000; Nakatani
ARy TR SO Testicule Egilg HM 76 et al., 1999)
81 %

Tableau 10 : Comparaison des 3 Isoformes d'Akt

Les phénotypes des souris KO permettent d’envisager certains roles d’Akt. Les souris
Aktl” présentent des problémes de croissance et de régulation de 1’apoptose, mais répondent
normalement a I’insuline (Cho et al., 2001b; Chen et al., 2001b). Les souris Akt2”" ont une
taille normale, mais présentent une résistance a I’insuline et un phénotype diabétique (Cho et
al., 2001a). Les souris Akt1-2 double KO meurent peu apres la naissance. Elles présentent un
nanisme et une masse diminuée de 50%. Elles ont une peau translucide (défaut de
prolifération des kératinocytes, mais pas de probleme de différentiation), présentent une
atrophie sévere des muscles squelettiques, et un défaut de I’adipogenese (tissu brun) (Peng et

al., 2003).

D’autres études d’expression de mutants dominants actifs ciblés dans certains tissus ont
permis de mettre en évidence d’autres roles d’Akt. L’expression de GAG-Aktl (Dominant
Actif) dans des lymphocytes T a mis en évidence une résistance accrue a 1’apoptose, la
formation de tumeur et une augmentation de 1’auto-immunité avec 1’dge (Jones et al.,
2000;Malstrom et al., 2001). La surexpression d’une forme activée d’Aktl (Akt-308D473D)
dans des progéniteurs neuronaux (Holland et al., 2000) ou dans des glandes mammaires de
souris (Hutchinson et al., 2001) a permis de mettre en évidence une augmentation de la
formation de tumeur, mais seulement en présence d’un mutant actif de K-Ras ou de

I’oncogeéne T muté (augmentation de 1’activité de Ras).
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Figure 12 : Les différentes isoformes d'Akt. (A) Représentation schématique des différentes isoformes d'Akt
chez I’homme. (B) Structure du domaine PH d’Aktl (PDB: 1H10 (Thomas et al., 2002)). (C) Structure du
complexe ternaire Akt2 avec un peptide GSK3 (Substrat) et ATP (PDB : 106L (Yang et al., 2002a)).

C - Quelques données structurales

Toutes les isoformes d’Akt sont construites sur un modele unique comprenant un
domaine PH N-terminal (Franke et al, 1994a), un domaine central sérine/thréonine kinase
(Ahmed et al., 1993) et un domaine HM (Hydrophobic Motif) C-terminal important dans la

régulation de I’activité kinase (Chan ef al., 1999).
1 - Le domaine PH

Le domaine PH d’Akt s’étend entre les résidus 1 et 107 (Aktl) (Figure 12B). Nous
avons déja vu la structure et la fonction des domaines PH dans un paragraphe précédent
((page 33) ; Figure 4B). Les domaines PH des différentes isoformes d’ Akt présentent plus de
80 % d’identité entre eux et environ 30 % avec les autres domaines PH (7Tableau 10 (page
48)). Le domaine PH d’Akt lui confére une affinité pour les P1(3,4)P, et PI(3,4,5)P; in vitro
(Alessi et al., 1997b; James et al., 1996; Stokoe et al., 1997) et in vivo (Banfic et al., 1998).

Plusieurs protéines ont montré une capacité de liaison pour le domaine PH d’Akt, nous les
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détaillerons dans un paragraphe ultérieur (page 56). De plus le domaine PH d’Akt joue aussi

un role inhibiteur de 1’activité kinase lorsqu’il n’est pas lié aux PIPs (Milburn et al., 2003).
2 - Le domaine catalytique

Le domaine catalytique d’Akt s’étend sur 260 résidus (146-408) et possede une activité
sérine/thréonine kinase. Il est conservé a plus de 90 % entre les différentes isoformes d’Akt
(Tableau 10 (page 48)) et est trés voisin de celui de PKA, p70°%, SGK et PKC. Comme
toutes les kinases de la famille AGC, le domaine catalytique d’Akt posséde une boucle
d’activation contenant un résidu primordial pour son activité, la T>*® (Aktl) (Figure 12B).
L’activation d’ Akt nécessite la phosphorylation de ce résidu, ainsi que celle de la $*° (Aktl)
dans le domaine HM (Alessi et al., 1996a). Le domaine kinase d’Akt est formé de 2 lobes
séparé par une boucle activatrice (Huang et al.,, 2003b; Yang et al., 2002a). L’étude
cristallographique de la structure d’Akt2 sous forme active (Yang et al., 2002a) et inactive
(Huang et al., 2003b) a montré qu’en absence de phosphorylations (T*% et $*7), le lobe N-
terminal et la boucle activatrice d’ Akt se trouvent dans une conformation désordonnée qui ne
permet pas d’interagir avec ’ATP et/ou son substrat. La phosphorylation du résidu T°%,
stabilise la boucle activatrice et celle du résidu S*”* induit un changement conformationel dans
lequel le domaine HM vient stabiliser le lobe N-terminal du domaine catalytique (Yang et al.,
2002b; Yang et al., 2002a). Dans sa configuration active la structure du domaine kinase d’ Akt
est tres proche de celle de PKA (Brazil & Hemmings, 2001; Knighton et al., 1991).

Le domaine catalytique d’Akt reconnait et phosphoryle spécifiquement des protéines
contenant une séquence consensus de type RXRxxS/T-Hyd (x: résidu indifférent, Hyd :
résidu hydrophobe (F ou L)) (Alessi et al., 1996b).

3 - Le domaine HM

Le domaine HM est une séquence hydrophobe qui s’étend sur une soixantaine de
résidus a I’extrémité C-terminale d’Akt. Les domaines HM sont conservés a pres de 70 %
entre les différentes isoformes d’Akt (Tableau 10 (page 48)). Ce domaine contient 2 motifs
PR (PxxP) reconnus par les domaines SH3 de plusieurs molécules, telles que POSH (Plenty Of
SH3). Cette région d’ Akt contient aussi le second résidu dont la phosphorylation est nécessaire

a I’activation d’Akt, la S*"

(Aktl). La phosphorylation de ce résidu induit des changements
conformationels permettant au domaine HM de stabiliser le domaine catalytique. Un autre
résidu intéressant a été localisé dans cette région, le résidu D*®?, a I’extrémité N-terminale. Ce
résidu représente un site de clivage potenticl d’Akt par les caspases. Cette dégradation a été

observée en cas de deprivation en sérum (Xu et al., 2002b).
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Il - Mécanismes de I’activation et de régulation d’Akt
A - Les sighaux qui activent Akt

Akt peut étre activée en réponse a la stimulation de récepteurs a activité tyrosine kinase
ou a tyrosine kinase associée, des récepteurs couplés aux protéines G, ainsi qu’en réponse a de

nombreux stress (Tableau 11).

Récepteurs couplés aux

Tyrosines Kinases Protéines G Autres

Angiopoiétine Bradykinine Vanadate

EGF; bFGF C5a Acide Okadaique

Insuline; IGF1 et 2 Carbachol Toxine Coquelucheuse (B. pertussis)

Fibronectine Endotheline Cadmium; Zinc

Interleukines 2, 4 et 15 GRO« S1P

Interleukines 3 et 5 fMet-Leu-Phe Nitrorusside de Na

PDGF; VEGF; NGF 1Opioids H.0O,

NMDA PAF Choc thermique

SCF RANTES Stress mécanique
Interleukine 8 Hypoxie

Tableau 11 : Les activateurs d'Akt (d’apres (Datta et al., 1999) et (Brazil & Hemmings, 2001))

B - Le mode d’activation d’Akt

Comme nous I’avons déja vu I’activation d’Akt nécessite la phosphorylation de 2

T3% 6t un dans le domaine HM, la S*”. La

résidus, un dans le domaine catalytique, la
phosphorylation d’Akt en T** stimule ’activité enzymatique d’un facteur 100, et celle de $*"
ajoute un facteur 10, ce qui représente un facteur d’activation x1000 pour Akt phosphorylée
sur les 2 sites (Alessi et al., 1996b). Nous nous intéresserons tout d’abord aux kinases

responsables de ces phosphorylations, avant de décrire le modéle d’activation actuel d’ Akt.
1 - PDK1 : la kinase du résidu T°%

PDK1 a ¢été identifi¢ a IDorigine comme ¢étant la kinase responsable de Ia
phosphorylation du résidu T>% d°Akt1 (Alessi et al., 1997a; Alessi et al., 1997b; Stephens et
al., 1998). C’est une proteine de 556 résidus exprimée de maniere ubiquitaire. Elle possede un
domaine sérine/thréonine kinase N-terminal et un domaine PH C-terminal (Alessi et al.,
1997h). Ses substrats les plus connus sont PKA (Cheng et al., 1998), p70°%¢ (Pullen et al.,
1998), p907°K (Jensen et al., 1999; Richards et al., 1999), SGK (Kobayashi & Cohen, 1999;
Kobayashi et al., 1999), PKC (Balendran et al., 2000; Le Good et al., 1998; Dong et al.,
1999), PKN (Dong et al., 2000), PAK (King et al., 2000).

Pendant longtemps PDK1 a été considérée comme constitutivement active, la régulation

de son activité s’effectuant par translocation & la membrane (Casamayor et al., 1999).
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Cependant, plusieurs étude récentes ont montré qu’en plus des mécanismes de translocation
vers la membrane, des phosphorylations et des changements conformationels intervenaient
dans cette régulation (Mora et al., 2004; Biondi, 2004; Wick & Liu, 2001). Le domaine PH de
PDK1 reconnait préferentiellement le P1(3,4,5)P3 et participe a la localisation membranaire de
la protéine (Currie et al., 1999). Mais son réle ne s’arréte pas la, car le domaine PH de PDK1
intervient aussi comme un inhibiteur de 1’activité kinase de PDK1 quand il n’est pas li¢ aux
PIPs (Filippa et al., 2000; Wick et al., 2000). PDK1 contient plusieurs sites
d’autophosphorylation (Casamayor et al., 1999; Wick et al., 2002), ainsi qu’une sérine de la
boucle d’activation (S***) (Wick et al., 2003) dont la phosphorylation est augmentée en

réponse a I’insuline (Kondo & Kahn, 2004).
2 - PDK2 : le mystére de la kinase du résidu S*°

La phosphorylation du résidu S*°* d’Akt induit un changement conformationel qui
stabilise le domaine kinase. La kinase responsable de cette phosphorylation est toujours
inconnue a ce jour et est nommée PDK2 par homologie avec PDK1. Au fil des annees

plusieurs candidats ont été proposés, mais aucun consensus ne ressort de ces études.

Une des premiéres hypothéses fut que I’activité PDK2 (S*® Kinase) soit attribuable &
PDK1. Ceci via un petit fragment C-Terminal de PRK2 (protein Kinase C-Related Kinase-2) QUi
convertirait PDK1 en PDK2 (Balendran et al., 2000), mais le fait qu’Akt puisse étre
phosphorylée en position S*” dans des cellules embryonnaire PDK1” en réponse a I'IGF I
relativise ces résultats (Williams et al., 2000).

Une seconde hypothése fut que PDK2 n'existe pas mais que la phosphorylation de $*

se produit par l'autophosphorylation d’Akt (Toker & Newton, 2000). Cette hypothése est
contre balancée par plusieurs observations. Tout d’abord, il n’est pas évident que la
phosphorylation d’Akt sur le résidu T>% soit suffisante pour induire une autophosphorylation
du site S*”* in vivo. De plus, une stimulation de la phosphorylation du résidu T°% par
I’expression d’une forme constitutivement active de PDKI1 stimule trés peu la
phosphorylation du résidu S*° (Wick et al., 2000). Enfin, dans plusieurs cas les
phosphorylations des 2 sites sont indépendantes 1’une de ’autre (Alessi et al., 1996a). Il
semble donc que I’hypothése de 1’autophosphorylation du résidu S** ne soit pas un

mécanisme déterminant dans 1’activation d’ Akt en réponse a de facteurs de croissance.

La troisieme hypothese, c'est-a-dire 1’existence d’une kinase distincte de PDK1 pour la
phosphorylation d’Akt, reste donc 1’hypothése la plus probable, et le nombre des candidats

pour cette fonction augmente chaque année (ou presque). Les candidats pour le rdle de PDK2
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sont resumes dans le Tableau 12. Ces derniers mois de nombreuses publications ont permis de

mettre en avant un de ces candidats, Rictor (Rapamycin insensitive companion of mTOR).

PDK2
Potentielle

MAPKAP-K2

ILK

p38

PKC

DNA-PKcs

mTOR

Arguments

Arguments pour

MAPKAP-K2 phosphoryle le résidu S*® in vitro et in vivo dans les
neutrophiles

Arguments contre

La suppression de [lactivit¢ de MAPKAP-K2 ne modifie pas la
phosphorylation de S*® induite par différents facteurs de croissance et
stress

Arguments pour

ILK phosphoryle GST-Aktsur le résidu S*”® in vitro.

La suppression d'ILK aboutit & une inhibition de la phosphorylation du
résidu S*° d'Akt plus ou moins compléte

Arguments contre

La phosphorylation d’Akt sur le résidu S* dans des cellules déficientes
pour ILK n’est pas toujours modifiée.

La surexpression d'une forme d’ILK kinase-déficiente n’inhibe pas la
phosphorylation du résidu S*”° en réponse a I'lnsuline

ILK n’est pas capable de phosphoryler Akt en S in vitro

Références

(Alessi et al., 1996b; Rane
et al., 2001)

(Shaw et al., 1998)

(Delcommenne et al., 1998)

(Nho et al., 2005; Edwards
et al., 2005; Troussard et al.,
2006)

(Sakai et al., 2003; Grashoff
et al., 2003)

(Lynch et al., 1999)

(Balendran et al., 1999; Hill
et al., 2002; Lynch et al,
1999)

Ces dernieres observations soulévent le doute sur le réle de I'activité kinase d’ILK dans la phosphorylation
d’Akt en S, et place ILK dans un rdle d’adaptateur jouant un réle indirect dans cette phosphorylation.

L’inhibition de I'activité de p38 entraine une inhibition de la phosphorylation
d’Akt en S*”* induite par divers stimuli dans les neutrophiles

L’activation de p38, dans les cellules HEK-293 induit I'activation d’Akt

L’inhibition de p38 inhibe la phosphorylation d’Akt en S**® induite par le
LPA, la S1P, le PDGF, 'EGF, la Thrombine et 'Endothéline 1

La phosphorylation et lactivation d’Akt durant la différenciation des
myoblastes est dépendante de p38
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(Rane et al., 2001)
(Rane et al., 2001)
(Baudhuin et al., 2002)

(Gonzalez et al., 2004)

Il semblerait que le rble de p38 dans la phosphorylation du résidu S™° d’Akt dépende de la voie d’activation
d’Akt. Cela dit, il doit encore étre établit si p38 agit directement ou non sur la phosphorylation d’Akt.

PKCo et PKCBII phosphoryle la S*, in vitro et en réponse a I'lGF1 ou aux
IgE.

472

PKC(, semble intervenir dans la phosphorylation du résidu S™*“ d’Akt3.
Arguments pour

DNA-PKcs est capable de phosphoryler le résidu S*”® d’Akt in vitro et son

activité est inhibée par les inhibiteurs de PI3K.
Arguments contre

L’inhibition de I'expression de DNA-PKcs par RNAi n’abolit pas totalement
la phosphorylation du résidu S*®, suggérant une fois de plus que DNA-
PKcs n’est pas I'unique PDK2.

mTOR complexé avec Rictor (TORC2) est capable de phosphoryler le
résidu S*® d’Akt in vitro et dans les cellules.

(Partovian & Simons, 2004;
Kawakami et al., 2004)

(Hodgkinson et al., 2002).

(Feng et al., 2004; Lu et al.,
2006)

(Feng et al., 2004; Lu et al.,
2006)

(Sarbassov et al., 2004,

Sarbassov et al., 2005)

Tableau 12 : Les PDK2 potentielles. Abréviations : DNA-PKcs (DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit); ILK
(Integrin-Linked Kinase); MAPKAP-K2 (MAPK Activated Protein Kinase 2); MTOR (mammalian Target Of Rapamycin); Rictor
(Rapamycin insensitive companion of mTOR).

3 - Le(s) modéle(s) d’activation d’Akt

Le mod¢le classique d’activation d’Akt fait intervenir la production de PI(3,4,5)P; par

les PI3Ks de type I en réponse a une stimulation (Tableau 11). Cette production locale permet

le recrutement d’Akt et de PDK1 a la membrane via leur domaine PH. Il a été montré que le
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domaine PH est nécessaire a la phosphorylation d’Akt par PDK1 in vitro, en présence de
PI(3,4,5)P; et PI(3,4)P, (Alessi et al., 1997a; Bellacosa et al., 1998; Stokoe et al., 1997).
Comme pour PDK1, le domaine PH d’Akt ne joue pas simplement un rdle de recrutement au
niveau des PIPs, il joue aussi un role inhibiteur de I’activité d’ Akt au repos et sa liaison aux
PIPs léve cette inhibition (Milburn et al., 2003). Une fois recrutée a la membrane Akt va étre
phosphorylée en T°*® par PDK1 et en S*” par PDK2. L’ordre dans lequel se font ces
phosphorylation n’est pas clairement établi et certains montrent que la phosphorylation du
résidu T°% précede celle du résidu S*7°, alors que d’autres postulent I’inverse. Cette question

ne pourra étre résolue qu’une fois que 1’identité de(s) PDK2 sera bien définie.

Modéle d'activation d"Akt
PDGF

PDGF R

Extracellulaire

0O0000 LA R LR L LR LA R
—l"- Y

.ni.___ .l..;.l....- ¥ E:llw

e
PI3K active
Acireris et

v c
T-

Agreti ot D]
5_-"

Akt inactive Akt active

e

Figure 13 : Modéle d'activation d'Akt. La fixation du PGDF sur son récepteur entraine ’activation de son
activité tyrosine kinase. La phosphorylation de certains résidus tyrosines crée des sites de recrutement pour le
complexe PI3K (p85/p110). Une fois, recruté ce complexe catalyse la phosphorylation des PIPs en position 3,
générant entre autres des PI1(3,4,5)P; qui vont permettre le recrutement d’Akt inactif du cytoplasme vers la
membrane ainsi que celui de PDK1 via leur domaine PH. PDK1 va ensuite phosphoryler Akt en position T %,
puis une seconde kinase, dont la nature n’est pas connue (PDK2) phosphoryle le résidu S*”°. L activité d’Akt est
multipliée par 1000 quand les 2 sites sont phosphorylés. Une fois activée, Akt va phosphoryler ses substrats et
jouer son role dans la survie cellulaire.

Survie Cellulaire
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D’un autre c6té, plusieurs études ont montré 1’existence d’une voie d’activation d’ Akt
indépendante de la PI3K et des PIPs. Dans ce modé¢le d’activation Akt est activée par
phosphorylation du résidu T>%® de fagon AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) dépendante.
En effet, plusieurs agents élévateurs du taux d’AMPc (foskoline, chlorophenylthio-cAMP,
prostaglandine E1 et 8-Bromo-cAMP) induisent 1’activation d’Akt par activation de la PKA
(Sable et al., 1997; Filippa et al., 1999). Dans ce modéle le domaine PH et la phosphorylation

473
S

du résidu ne sont pas nécessaire a 1’activation d’ Akt (Filippa et al., 1999). Le mécanisme

par lequel PKA active Akt n’est toujours pas connu.
4 - Les autres sites de phosphorylation d’Akt
a - Les résidus T*° et S

Il semble que les résidus T*° et S** d’Akt soient constitutivement phosphorylés. Ces
phosphorylations ne semble pas jouer de role dans I’activation d’ Akt (Alessi et al., 1996b). La

-|-450

phosphorylation sur le site ou au moins son maintien nécessite le domaine PH d’Akt,

mais est PI3K indépendant (Bellacosa et al., 1998).
b - Les Tyrosines

Dans la littérature on trouve quelques références a des tyrosines phosphorylées dans
Akt. Ainsi, il a été décrit que la phosphorylation des résidus Y3 et Y% d’Aktl par la
tyrosine kinase c-Src, situées dans la boucle d’activation, est nécessaire a 1’activation d’Aktl
suite a une stimulation par I’EGF (Epidermal Growth Factor) (Chen et al., 2001b). D’autre part on
a mis en évidence la phosphorylation d’Akt sur le résidu Y*'* dans la lignée de carcinome
Ovarien SKOV3 et les COS-7 en réponse au Pervanadate. Ces observations ont permis de
relier Akt a la famille des tyrosines kinases Src. Cette phosphorylation semble étre requise

pour une activation compléte d’ Akt (Conus et al., 2002; Jiang & Qiu, 2003).

Il - Les modulateurs de I’activité d’ Akt

A - Les phosphatases régulant I'activité d’Akt
1 - Les PI-Phosphatases : SHIP et PTEN
Comme nous venons de le voir, ’activation d’ Akt nécessite la présence de P1(3,4,5)P3 et
P1(3,4)P, produits des PI3Ks de type I. Ainsi I’activité d’Akt peut étre régulée en amont en
régulant la quantité de PI1(3,4,5)P3 et PI(3,4)P, via les PI-Phosphatases PTEN et SHIP (page
42).
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2 - Les Protéines Phosphatases

L’activité d’Akt étant intrinséquement liée a ses phosphorylations, la régulation de son
activité fait intervenir des protéines phosphatases. Comme pour les activités kinases PDK1 et
PDK2, il semble que les déphosphorylations des sites T>® et S*’° soient médiées par des

phosphatases différentes. Ainsi, PP2A (Protein Phospatase 2A) et PP2Ca, 2 protéines

phosphatases sont impliquées dans la déphosphorylation du résidu T%

celle de $*”® (Andjelkovic et al., 1996; Yoshizaki et al., 2004; Ugi et al., 2004). Alors que
8473

d’Akt, mais pas dans

PHLPP (PH Leucine-rich repeat Protein Phosphatase) semble étre spécifique de
2005).

(Gao et al.,

B - Les protéines interagissant et modulant I’activité d’Akt

Ces dernieres années, de nombreuses interactions entre Akt et d’autres protéines non-
substrat ont été mises en évidence. Ces interactions peuvent étre classées en fonction de la
région d’Akt qui interagit (Tableau 13, Figure 14). Parmi ces molécules certaines ont éveillés
notre intérét, TCL1 (T-Cell Leukemia 1), CTMP (C-Terminal Modulator Protein) et POSH (Plenty Of

SH3).
Protéines Fonctions Références
TCL1 Augmente I'activité d’Akt in vitro et in vivo (Laine et al., 2000)
- JIP1 Augmente I'activité d’Akt dans cellules 293 (Kim et al., 2003)
a i c
o NRasGAP  Augmente la phosphorylation en S*”* induite par ILK (2\(()%2? B, AR VIS & El
c
‘c
g Grb1o Augmente I'activation d’Akt en réponse aux facteurs de croissance (Jahn et al., 2002)
o
O IMPDH ? (Ingley & Hemmings, 2000)
q Tanaka et al., 1999; Chung et al.
2 ( , ; g ,
Myosine Il ? 2001)
o Hsp27 Augmente I'activation d’Akt en réponse a différents stress (Rane et al., 2003).
%2}
@ . . . : ——
£ Protege Akt de la degradation et/ou de I'inactivation en formant un (Basso et al., 2002) (Sato et al., 2000)
i S Iizrygizz‘al%\;gfagt(ijg: 7entre Akt et ces substrats (eNOS, ASK1 (FEmET2 & ey ATE) (eArelie) & el
.% TERT) ’ ’ 2005; Haendeler et al., 2003)
S
g Trb3 Réduit les phosphorylations en T>*® et S*"® d’Akt (Du et al., 2003)
APPL1 Augmente I'activation d’Akt2 en réponse a I'lGF1 (Yang et al., 2003)
s CTMP Réduit la phosphorylation en T>% et S*”* d’Akt (Maira et al., 2001)
ﬁ Ftl Augmente I'activation d’Akt, en favorisant I'interaction avec PDK1 (Remy & Michnick, 2004)
-% APE Augmente I'activation d’Akt (Anai et al., 2005)
E src Phosphoryles les résidus Y'° et Y*?° d’Akt (Chen et al., 2001a)
O pOSH L’interaction POSH-Akt inhibe 'activation de la JNK (Figueroa et al., 2003)
o Kératine 10 Inhibe I'activité d’Akt en favorisant la séquestration au niveau du (Paramio et al., 2001; Santos et al.,

cytosquelette

Tableau 13 : Les protéines interagissant avec Akt.
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TCL1 est un proto-oncogene retrouves dans de nombreuses leucémie B. Cette protéine
de 14 kDa interagit avec le domaine PH d’Akt (Kunstle et al., 2002; Laine et al., 2000;
Pekarsky et al., 2000). Cette interaction fait intervenir un site différent du site d’interaction
entre le domaine PH et les PIPs (Auguin et al., 2004; French et al., 2002). 1l a été montré que
TCL1 est capable d’augmenter 1’activité d’Akt in vivo et in vitro (Laine et al., 2000). TCL1
existe sous forme de diméres qui sont capable d’interagir avec Akt et de 1’oligomériser
(Kunstle et al., 2002; Laine et al., 2002). Les processus conduisant de 1’interaction entre
TCL1 et Akt ne sont pas encore clairs (Gold, 2003).

CTMP est une protéine de 22-26 kDa. CTMP interagit directement avec Akt a la
membrane plasmique. Une surexpression de CTMP réduit la phosphorylation d’ Akt sur les 2
sites (T°% et S*”®). Dans les cellules en migration CTMP est localisée dans les ruffles (Maira
et al., 2001). Récemment, il a été montré que dans certains glioblastomes I’expression de
CTMP était réduite par des mécanismes de régulation de la transcription par méthylation du
promoteur (Knobbe & Reifenberger, 2003).

L’extrémité C-terminale d’Akt contient 2 motifs PxxP capables de lier des protéines a
domaines SH3. Parmi ces protéines, on trouve POSH est une scaffold protéine impliquée dans
I’activation de la voie de signalisation pro-apoptotique JNK en créant un complexe POSH-
MLK-MKK-JNK (Tapon et al., 1998). C’est une molécule qui contient 2 paires de domaines
SH3 séparés par un domaine riche en proline. Récemment, il a été montré que Akt2 peut
interagir avec le 3eme SH3 de POSH et inhiber la voie JNK en déstabilisant le complexe
POSH-MLK-MKK-JNK (Figueroa et al., 2003).

APPL
Grb10 l Ft1
TCLY \ Hsp27 | Hsp90 /
\ l | APE
N\ \ l‘ "\‘.I | ,." ‘l‘
N\ 1‘ \ Y / | 4 N
B N ) | Y r 8¢
R -
2 A
|
Trb3 CTMP

g JIP1

Figure 14 : Les protéines interagissant avec Akt.
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C - Les inhibiteurs pharmacologiques d’Akt

La surexpression ou la suractivation de la kinase Akt sont impliquées dans de nombreux

cancers (page 64), ce qui en fait une cible d’intérét pour le développement d’inhibiteurs.

Depuis quelques années le nombre d’inhibiteurs d’Akt s’est accru. Les inhibiteurs d’Akt

peuvent étre classés en plusieurs familles en fonction de leur mode d’action : les inhibiteurs

de la liaison de I’ATP, les inhibiteurs allostériques, les analogues de PI (PIA) et les

pseudosubstrats (Kumar & Madison, 2005). Les inhibiteurs de la liaison de I’ATP inhibent

I’activité kinase d’Akt. Les inhibiteurs allostériques, bien que ne se fixant pas au niveau du

domaine PH, nécessitent la présence de celui-ci pour inhiber Akt. Les analogues des PI sont

des inhibiteurs compétitifs de la fixation d’Akt sur les PIPs. Et les pseudosubstrats,

remplacent les substrats au sein du site actif d” Akt.

Composé

Site ATP
NL-71-101
Analogues du
Balanol 4
A-443654

A-674563
Inhibiteurs Allostériques

Aktl selective

Akt2 selective

Akt¥sdual selective
PlAs

PIAS

PIAG

PIA23

PI1A24

PIA25
Pseudosubstrats

ARKRERTYSFGHH

A

VELDPEFEPRARE
RTYAFGH

w

Tableau 14 : Les inhibiteurs d'Akt

Spécificité
ICso Aktl ICso (2)
3.7 uM 9 uM (PKA)
20 nM 1,9 uM (PKA)
40 nM 1.7 uM (PKA)
Ki=160 pM
Ki=11 nM
0.76 nM 24 uM (Akt2)
21 uM 0.32 uM (Akt2)
0.15 pM 0.33 uM (Akt2)
5uM 83 uM (PI3K)
Ki =12 pm
Ki=0,11 uM

IV - Les fonctions d’Akt

A - Les substrats d’Akt

1 - Akt et le contréle de I’apoptose

Commentaires

Dérivé de l'inhibiteur de PKA H-89

Inhibent la phosphorylation de
GSK3B induite par Akt

Dépendants du domaine PH
Induisent 'apoptose dans les
cellules LnCAP

Dépendants du domaine PH
Induisent 'apoptose dans les
cellules a fort taux d’Akt, mais peu
d’effet sur les cellules a faible taux
d’Akt

Inhibition dose-dépendante de la
phosphorylation de GSK3p et de la
viabilité cellulaire

a - La régulation négative de protéines pro-apoptotiques

Références

(Reuveni et al., 2002)

(Breitenlechner et al.,
2005)

(Luo et al., 2005b)

(Barnett et al., 2005)

(Castillo et al., 2004;
Gills & Dennis, 2004)

(Luo et al., 2004)

Bad est un membre de la famille des protéines Bcl-2 qui inhibe 1’activité anti-

apoptotique de Bcl2 et Bel-X en se liant a eux (Downward, 1999). Akt phosphoryle le résidu
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S™® de Bad, cette phosphorylation inhibe les effets pro-apoptotiques de Bad en 1’empéchant
d’interagir avec Bcl-2 et Bcl-X au niveau de la mitochondrie et en favorisant son interaction
avec les protéines 14-3-3 qui le séquestre dans le cytosol (del Peso et al., 1997; Datta et al.,
1997).

La caspase 9 est une caspase initiatrice et effectrice de I’apoptose (Donepudi & Grutter,
2002). Akt est capable de phosphoryler le résidu S'*° de la pro-caspase 9. Cette
phosphorylation inhibe le clivage de la pro-enzyme inactive en enzyme active induit par le
cytochrome c et I’adaptateur APAF1 (Cardone et al., 1998).

Les SAPKs (Stress Activated Protein Kinase) sont des kinases activées en réponse a des
stress ou des cytokines. Cette famille comprend 2 groupes de kinases appartenant a la famille
des MAPKS, p38 et JINK (Johnson & Lapadat, 2002). Le rdle principal de ces kinases est
I’induction de 1’apoptose. Au moins 3 substrats d’Akt appartiennent aux voies d’activation
des SAPKSs, la phosphorylation de ces kinases induit une inhibition de leur activité entrainant
la diminution de I’effet pro-apoptotique des SAPKSs. Les 3 substrats en question sont des
MKKK, ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) en g% (Kim et al., 2001a; Zhang et al.,
2005), MLK3 en S®”* (Barthwal et al., 2003) et SEK1/MKKK4 en S™ (Park et al., 2002;
Murakami et al., 2005). Parallelement & ces substrat directement impliqués dans I’inhibition
des SAPKSs, il a ét¢ montré qu’ Akt peut phosphoryler le résidu S™ de la GTPase Racl, et que
cette phosphorylation inhibe la liaison du GTP (Kwon et al.,, 2000). Récemment cette
phosphorylation a ét¢ mise en relation avec I’inhibition de la MLK3 via la dissociation du

complexe POSH-MLK3-Racl (Zhang et al., 2006).
b - La régulation positive de protéines anti-apoptotiques

PED/PEA-15 (Phosphoprotein Enriched in Diabetes/Astrocytes 15) est une protéine cytosolique
qui exerce ces effets anti-apoptotiques en inhibant 1’activité de la caspase 3 en réponse aux
récepteurs de mort (Fas, TNF R (Tumor Necrosis Factor Receptor)) (Trencia et al., 2003). Akt
phosphoryle le résidu S'*® de PED/PEA-15, cette phosphorylation protége la protéine de la
dégradation (Trencia et al., 2003). Cette phosphorylation de PED/PEA-15 peut aussi étre
effectuée par d’autres kinases comme CaMKII (Calmodulin dependant protein Kinase 11) (Kubes et
al., 1998).

Ark5 appartient & la famille des AMPK (AMP Kinase), qui intervient dans I’inhibition de
I’apoptose en inactivant les Caspase 8 et/ou 6. Akt phosphoryle Ark5 en S (Suzuki et al.,
2003b) en réponse a une déprivation en glucose ou a une stimulation des récepteurs de mort,
cette phosphorylation induit I’activation de Ark5 (Suzuki et al., 2003a; Suzuki et al., 2004).
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XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) est un inhibiteur des caspases. Akt protege
XIAP de la dégradation en phosphorylant le résidu S®” (Dan et al., 2004).

2 - Akt et les Facteurs de transcription qui régulent la survie

Akt régule aussi la survie cellulaire en intervenant dans le contréle de la transcription de

genes pro- ou anti-apoptotiques.
a - La régulation négative de facteurs de transcription pro-apoptotiques

Les facteurs de transcription de la famille ForkHead ou FOXO sont impliqués dans la
transcription de genes codant principalement pour des protéines impliquées dans les voies
pro-apoptotiques, tels que des ligands extracellulaires (Fas-Ligand, TRAIL (TNF Related
Apoptosis-Inducing Ligand) ou des molécules intracellulaires (TRADD (TNF Receptor type |
Associated Death Domain), Bim (Bcl-2 interating mediator of cell death) ou Bcl-6) (Burgering &
Medema, 2003). 4 FOXOs sont des substrats direct d’Akt : FKHR/FOXO1(Rena et al., 1999),
FOXO02 (Wolfrum et al., 2003), FKHLR1/FOXO3 (Brunet et al., 1999) et AFX/FOX04
(Kops et al., 1999). Les sites de phosphorylation sont multiples, par exemple la T?, la S**° et
la $**° pour FKHR/FOXO1 (Rena et al., 1999). La phosphorylation de ces sites entraine une
diminution de I’activité transcriptionelle par exclusion nucléaire et séquestration cytosolique

des FOXOs par les protéines 14-3-3 (Biggs et al., 1999; Brunet et al., 1999).

YAP (Yes-Associated Protein) est un co-activateur de 1’activité transcriptionelle de p73.
p73 appartient a la famille de p53 et induit la transcription de genes pro-apoptotiques tel que
Bax. La phosphorylation de YAP en S**7 induit sa relocalisation et sa séquestration dans le
cytosol par les protéines 14-3-3, inhibant ainsi I’activité de p73 (Basu et al., 2003).

Mdmz2 (Murine double minute 2) est une Ubiquitine-E3-Ligase induite par le suppresseur de
tumeur p53 et impliquée dans la dégradation de celui-ci (Shimizu & Hupp, 2003). Mdm2 est
phosphorylée par Akt en S et peut étre en S'*® (Mayo & Donner, 2001; Zhou et al., 2001b).
Cette (ces) phosphorylation(s) jouent un réle dans la localisation nucléaire de Mdm2 (Mayo &
Donner, 2001), qui entraine la dégradation de p53 (Zhou et al., 2001b; Levav-Cohen et al.,
2005).

Les récepteurs des Androgenes (AR) sont des recepteurs cytosoliques de type facteurs
de transcription activés par leurs ligands. AR est implique dans la régulation de gene pro-
apoptotiques et peut étre phosphorylé par Akt en S?*° et S™ ce qui entraine son inhibition
(Linetal., 2001).
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b - La régulation positive de facteurs de transcription anti-apoptotiques

Le facteur de transcription NFkB est un facteur de croissance majeur dans la réponse
immunitaire, principalement en induisant la transcription de genes anti-apoptotiques tel que
Bel-X,. Akt intervient dans la régulation de 1’activit¢ de NFxB de maniere directe et
indirecte. Comme nous 1’avons vu précédemment (page 27), NFxB est constitutivement
complexé a son inhibiteur IxBa, dans le cytosol. Akt est capable d’induire I’activation de
NF«B en stimulant le complexe IkK (1B Kinase) qui phosphoryle IxB et induit sa dégradation,
libérant NFxB. Akt peut stimuler I’activité de IxK en phosphorylant directement la sous-unité
lcKB en T? (Ozes et al., 1999) et/ou en activant la kinase cot en amont de IkK par

4
SOO

phosphorylation en (Kane et al., 2002a). Enfin, Akt stimule directement 1’activité

2
859

transcriptionelle de NFxB en phosphorylant les résidu et S° de la sous-unité p65

(Madrid et al., 2000; Madrid et al., 2001).

CREB (Cyclic AMP Response Element Binding protein) est un facteur de transcription
impliqué dans la régulation de génes anti-apoptotiques, tels que Bcl-A ou Mcl-1 (Wang et al.,
1999). Akt phosphoryle CREB en S'* ce qui entraine une augmentation de 1’activité
transcriptionelle de CREB et de son interaction avec son co-activateur CRB (Du &
Montminy, 1998).

Les récepteurs des (Estrogénes (ER) sont des récepteurs cytosoliques de type facteurs de
transcription activés par leurs ligands. ER induit la transcription de genes impliqués dans la
croissance et la survie, (Martin et al., 2000). Les récepteurs ER peuvent étre régulés d’une
maniére ligand-indépendante en réponse a des facteurs de croissance tels que I’IGF1 ou I’EGF
(Martin et al., 2000). Ainsi il a été montré qu’Akt est capable de phosphoryler ER sur les
résidus S'%, S'% SM8 et S et que ces phosphorylations induisent une augmentation de
I’activité transcriptionelle d’ER (Martin et al., 2000).

3 - Akt et métabolisme

a - Le métabolisme des glucides

GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 38) est une kinase impliquée dans le métabolisme du
glucose. Cette kinase inhibe la synthése de glycogéne en phosphorylant la glycogene-
synthase (Embi et al., 1980). Akt est capable de phosphoryler GSK3B en position S°,
inactivant I’activité kinase de GSK3p en réponse a I’insuline. Cette inhibition de GSK3p

entraine une activation de la glycogene-synthase (Cross et al., 1995; van Weeren et al., 1998).

Un autre aspect du métabolisme des glucides est la captation du glucose de 1’extérieur

vers I’intérieur de la cellule en réponse a 1’Insuline dans les cellules musculaires et adipeuses.
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Ce processus fait intervenir un transporteur de glucose membranaire, le GLUT4 (Glucose
Transporteur 4). Ce transporteur cycle en permanence entre la membrane plasmique et un
compartiment vésiculaire contenant le marqueur IRAP (Insulin-Responsive Amino Peptidase). Au
repos, I’endocytose est plus rapide que I’exocytose, et GLUT4 est principalement stocké dans
les vésicules IRAP/GLUT4 (Dugani & Klip, 2005). La stimulation de la cellule par I’insuline
a pour effet majeur d’augmenter 1’exocytose de GLUT4 (Dugani & Klip, 2005). La
translocation de GLUT4 a la membrane plasmique en réponse a 1’insuline est un mécanisme
dépendant d’Akt. Au moins 2 de ses substrats sont impliqués, AS160 (Akt Substrate of 160 kDa)
et PIKFyve (FYVE domain-containing PIsP 5-Kinase). AS160 est une Rab GAP potentiellement
phosphorylée sur 5 résidus, S*8, S°™ $°8 T2 et T (Kane et al., 2002b; Bruss et al.,
2005). Au repos, AS160 est localisée au niveau des vésicules riche en GLUT4 (Peck et al.,
2006) et inhibe la translocation de GLUT4 a la membrane plasmique (Larance et al., 2005) en
inhibant les GTPases Rab (Rab2, Rab 8, Rab1l0 et/ou Rabl4) (Miinea et al., 2005). En
réponse a I’insuline, AS160 est phosphorylée et inhibée par Akt (Sano et al., 2003), ce qui
augmente 1’exocytose de GLUT4, mais pas son endocytose (Zeigerer et al., 2004). L’autre
substrat d’ Akt intervenant dans le cycle de GLUT4 est PIKFyve. PIKFyve est une PI(3)P 5K
activée par la phosphorylation du résidu S*® par Akt (Berwick et al., 2004). PIKFyve
colocalise avec les vésicules GLUT4/IRAP et semble jouer un réle dans le tri de ces vésicules
a partir du compartiment endosomal (Berwick et al., 2004).

La 6-PF2-K (6-phosphofructo-2-kinase) cardiaque stimule la glycolyse lorsqu’elle est
phosphorylée par Akt en S*°° (Deprez et al., 1997; Marsin et al., 2000).

PTP1B (Protein Tyrosine Phosphatase 1B) est un régulateur négatif de la signalisation de
I’insuline qui agit en déphosphorylant le récepteur de I’insuline. Akt phosphoryle le résidu S*°
de PT1B, ce qui a un effet inhibiteur sur son activité phosphatase (Ravichandran et al., 2001,
Giri et al., 2004).

b - La synthese des protéines

mTOR est une kinase qui intervient dans la régulation de la traduction en réponse aux
nutriments et aux facteurs de croissance (Schmelzle & Hall, 2000). C’est dans ce 2°™ cas de

S?*%8 en réponse a

figure qu’Akt induit ’activation de mTOR en phosphorylant le résidu
divers facteurs de croissance (Nave et al., 1999). Une fois activée mTOR phosphoryle la
p7056K

al., 1999; Scott et al., 1998; Crozier et al., 2006).

et 4EBP1 (elF4E Binding Protein-1), induisant une augmentation de la traduction (Nave et

Akt stimule 1’activation de mTOR d’une maniére indirecte en induisant la dégradation

du complexe TSC1/2 (Tuberous Sclerosis Complex 1/2). Akt phosphoryle TSC2 en S%%t T2,
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provoquant la dégradation du complexe inhibiteur de mTOR, TSC1/TSC2 (Inoki et al., 2002;
Cai et al., 2006; Manning et al., 2002), et permettant ’activation de celle-ci et la promotion
de la traduction (Riemenschneider et al., 2006).

¢ - Le métabolisme du NO

eNOS (endothelial Nitric Oxyde Synthase) est une enzyme qui intervient dans le métabolisme
du NO (Nitric Oxyde) qui est un agent vasodilatateur majeur (Alderton et al., 2001). Akt

1177
S

phosphoryle le résidu ce qui induit une activation de I’enzyme, une augmentation de la

production de NO et une vasodilatation (Dimmeler et al., 1999; Michell et al., 1999).
d - La production de ROS

p47°H% NADPH oxydase joue un réle important dans la production de ROS, impliqués
dans la réponse immune innée des neutrophiles (Babior et al., 2002; Chen et al., 2003). Akt
phosphoryle p47™%%% sur 2 résidus, la S°* et la $**® (Babior, 2002). Ces 2 phosphorylations

sont nécessaires & I’activation de p47-"°* (Hoyal et al., 2003).
e - Le métabolisme des nucléotides cycliques

La PDE3B (Phosphodiesterase 3B) est une enzyme qui contribue a la régulation des
niveaux intracellulaires de nucléotides cycliques, tels que I’AMPc ou le GMPc. Akt induit

Iactivation de cette enzyme en phosphorylant le résidu $°'®

en réponse a I’insuline (Kitamura
et al., 1999; Komalavilas et al., 2001; Ahmad et al., 2000). Récemment, un nouveau substrat
d’Akt, AS47 (Akt Substrate 47 kDa) (Gridley et al., 2005), a été mis en évidence comme

interagissant avec PDE3B (Chavez et al., 2006).
4 - Akt, croissance et prolifération cellulaire
a - La régulation du cycle cellulaire

p21“" est un inhibiteur de cycline/CDK qui joue un rdle crucial dans la progression
G4/S du cycle cellulaire et la prolifération cellulaire (page 28). Akt phosphoryle p21°" en
positions T et S'*® (Li et al., 2002b; Zhou et al., 2001a). Les roles de ces phosphorylations
semblent étre différents. La phosphorylation du résidu T'* inhibe I’interaction entre p21°'" et
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ce qui entraine la réplication de I’ADN et la
prolifération cellulaire (Rossig et al., 2001). Cette phosphorylation diminue I’affinité de
021
(Li et al., 2002b; Rossig et al., 2001). Enfin, la phosphorylation du résidu T** de p21°"

pourrait intervenir dans une relocalisation cytosolique de la protéine, mais sur ce point les

avec les CDK 2 et 4, ce qui entraine leur activation et la poursuite du cycle cellulaire

études sont contradictoires (Zhou et al., 2001a; Rossig et al., 2001). La phosphorylation en

S'® semble avoir un role de stabilisation de la protéine (Li et al., 2002b).
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p27"""! est un autre inhibiteur de cycline/CDK est phosphorylé par Akt sur le résidu
T™" qui se trouve dans le signal de localisation nucléaire de la protéine. Cette phosphorylation
inhibe la translocation nucléaire ce qui induit une augmentation de 1’activité des complexe
cycline/CDK et la poursuite du cycle cellulaire (Shin et al., 2002; Liang et al., 2002; Viglietto
et al., 2002). Récemment un autre site de phosphorylation par Akt a été mis en évidence dans
des cellules issues de cancers du sein, la T*®

T (Motti et al., 2004).

, son role semble étre le méme que celui de la

b - La régulation de la longévité cellulaire

Les télomeéres sont des régions de I’extrémité des chromosomes dont la taille diminue a
chaque mitose. Le raccourcissement des télomeéres entraine, a partir d’un certain seuil, 1’arrét
des divisions cellulaires (Furumoto et al., 1998; Colgin & Reddel, 1999). La TERT
(Telomerase Reverse Transcriptase) est la sous-unité catalytique du complexe Télomérase humain
(Greider & Blackburn, 1989; Greider, 1996; Nakamura & Cech, 1998). 1l a été montré qu’Akt
est capable de phosphoryler TERT, induisant une activation qui intervient dans la longévité
des cellules et qui pourrait étre un mode d’immortalisation des cellules (Breitschopf et al.,
2001). Récemment , il a été montré que 1’activation de TERT nécessite la présence d’Hsp90
(Haendeler et al., 2003).

B - Akt et Cancer

Comme nous I’avons vu dans le paragraphe précédant, Akt joue un rdle central dans de
nombreux processus cellulaires qui, lorsqu’ils sont dérégulés, peuvent contribuer au

développement ou a la progression de cancers (Tableau 15).

Caractéristiques des cellules Fonctions d’Akt

Cancéreuses

Indépendance vis a vis des facteurs de La surexpression ou la suractivation d’Akt peut entrainer une augmentation de la
croissance réponse aux facteurs de croissance

Insensibilité aux signaux antiprolifératifs Inhibition de p53 via Mdmz2, inhibition de p21°* et p27X", inhibition des FOXOs
Inhibition de I'apoptose Inactivation de Bad, Pro-Caspase 9, FOXO, activation de NFkB

Potentiel Réplicatif illimité Augmentation de I'activité Télomérase via hTERT

Angiogénése Induit '’Angiogénése via la production de NO par eNOS

Contribue a l'invasion en luttant contre I'anoikis et en stimulant la sécrétion de

Invasion et métastase MMP

Tableau 15 : Akt intervient dans les processus impliqués dans le cancer (d’aprés (Fresno Vara et al., 2004)).
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L’implication d’Akt dans la biologie des cancers est un fait avéré, et de nombreuses

altérations de la signalisation d’ Akt interviennent dans ces processus.

La biologie d’Akt étant intrinséquement liée a celle de PI3K, les premicres altérations
de la signalisation d’Akt mentionnées sont celles touchant la PI3K. Malgré le nombre de
membres important de la famille des PI3Ks, un seul gene est impliqué dans des cancers, le
gene Pik3Ca qui code pour la sous-unité p110a de PI3K (page 35). Pik3Ca est muté dans prét
de 32% des cancers colorectaux (Samuels & Velculescu, 2004), 27% des glioblastomes
(Hartmann et al., 2005), 25% des cancers gastriques (Li et al., 2005a), 36% des cancers
hépatocellulaires (Lee et al., 2005), 18 a 40% des cancers du sein (Wu et al., 2005; Tao et al.,
2001), 4 a 12% des carcinomes ovariens (Wang et al., 2005; Shayesteh et al., 1999) (Ma et
al., 2000) et 4% des cancers du poumon (Samuels & Velculescu, 2004), ce qui fait de Pik3Ca
le second gene le plus muté impliqués dans les cancers humains (I’autre étant le géne de la
GTPase K-Ras) (Samuels & Ericson, 2006). Ces mutations entrainent une surexpression de

p110 et/ou une augmentation de I’activité de la PI3K et d’Akt.

Actuellement, on ne connait pas de mutations d’Akt impliqués dans des cancers, chez
les mammiféres, mais sa surexpression est fréquente. Ainsi, Akt2 est surexprimée dans pres
de 40% des cancers hépatocellulaires (Xu et al., 2004), 57% des cancers colorectaux (Roy et
al., 2002), 32% des carcinomes pancréatiques (Altomare et al., 2003) et 57% des adénomes
(Roy et al., 2002). La surexpression d’Aktl a été mise en évidence dans 24% des cancers du
sein (Stal et al., 2003). Enfin, a ce jour, la surexpression d’Akt3 n’a pas été corrélée avec le
cancer. Reproduite in vitro, la surexpression d’Akt2 est capable d’induire la transformation de
fibroblastes. D’un autre c6té, la surexpression d’une forme modifiée d’Akt pour localiser a la
membrane (Myr-Akt) est capable d’induire la formation de tumeurs chez des souris « nude »
(Sun et al., 2001).

Outre la surexpression d’Akt, de nombreux cancers (carcinomes, glioblastome
multiforme) présentent une activité Akt élevée qui est corrélée avec le développement de la
maladie (Bellacosa et al., 2005).

Page |65



Introduction La kinase Akt

Les voies de signalisation
d'Akt
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Figure 15 : Les voies de signalisation d'Akt.
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Section IV : La survie cellulaire
| - La survie : une inhibition de I’apoptose ?
A - Généralités

Dans les sections précédentes, nous avons déja évoqué ’apoptose a de nombreuses
reprises et il est temps de mieux définir ce terme. L’apoptose est un mécanisme de mort
cellulaire actif finement régulé qui joue un réle essentiel dans le développement, le maintien
et le renouvellement tissulaire en éliminant les cellules en exces, endommagées ou infectées,
potentiellement dangereuses pour I’organisme (Edinger & Thompson, 2004). Ce mécanisme
aussi appelé « mort cellulaire programmée » est opposé au phénomene de « mort cellulaire
accidentelle » (lors d’une blessure par exemple) qui aboutit a la nécrose (Majno & Joris,
1995). Les cellules en apoptose subissent une série d’événements moléculaires conduisant a
des altérations morphologiques caractéristiques (Wyllie et al., 1980). Contrairement a la
nécrose, 1’apoptose ne déclenche pas de processus inflammatoire. La survie cellulaire est
assurée par ’intégration de 1’ensemble des signaux recus par la cellule & un moment donné, a
un endroit donné, dans un état donné. On peut classer ces signaux en 2 catégories, les signaux

de survie (anti-apoptotiques) et les signaux de mort (pro-apoptotiques).

Les signaux de mort, sont trés variés et peuvent étre environnementaux (chocs
thermiques, radiations ionisantes, agents cytotoxiques), mais ils peuvent aussi étre liés a une
signalisation spécifique qui stimule I’apoptose, la signalisation des récepteurs de la
superfamille des récepteurs TNF-RI (Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1) aussi appelés
récepteurs de mort. Ces 2 types de signaux aboutissent a ’activation de protéases spécifiques
de I’apoptose, les caspsases (Cysteine Aspartate Proteases). Les caspases sont synthétisées sous
forme de précurseurs inactifs et s’activent en cascade. On distingue des caspases initiatrices et
des caspases effectrices (Earnshaw et al., 1999). Les caspases initiatrices peuvent étre activées
par 2 voies de signalisation faisant intervenir 2 types d’adaptateurs correspondant aux 2 types
de signaux de mort précédemment decrit. La caspase 8 est activée par les recepteurs de mort
via I’adaptateur FADD (FAS-Associated Death Domain protein) et la caspase 9 par une voie
mitochondriale spécifique, associée aux stress cellulaires qui aboutit a la formation d’un
complexe, I’apoptosome, contenant 1’adaptateur APAF1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) et
le cytochrome ¢ (Hengartner, 2000). Ces 2 caspases initiatrices sont capables d’activer par
clivage les caspases effectrices (3/6/7) qui vont cliver de nombreuses protéines entrainant la
plupart des événements morphologiques, structuraux ou biochimiques de [’apoptose
(Earnshaw et al., 1999). Parmi ces substrats on trouve des composants du cytosquelette

(actine, caténines, lamines, kératines,...), des protéines impliquées dans le métabolisme et la
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réparation de ’ADN (PARP, ARN polymérase I,...), des protéines impliquées dans la
transduction du signal (Akt, PKC, MAPK, NFgB,...), des protéines impliquées dans le cycle
cellulaire (p27ij1, pRB...) et des protéines intervenant dans I’apoptose (caspases, famille

Bcl-2, IAP,...) (Degterev et al., 2003).
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Figure 16 : L'apoptose. (A) Lors de ’apoptose la membrane plasmique commence par bourgeonner, puis le
noyau se condense, et I’ADN et les organites sont dégradés. L’ensemble de ces phénomeénes s’accompagnant
d’un rétrécissement cellulaire qui aboutit & la formation de corps apoptotiques dont la membrane est intacte et
qui sont éliminés par phagocytose (Lodish, 2004). (B) Les signaux de mort induisent une signalisation
particuliere. Ainsi, apres fixation de son ligand, le récepteur de mort se trimérise et entraine une modification de
conformation du domaine DD (Death Domain) qui permet le recrutement de I’adapateur FADD (FAS associated protein
with DD). Une fois fixé au récepteur, FADD s'associe a la pro-caspase 8 et induit son activation par clivage
interne. La voie de signalisation apoptotique mitochondriale débute par une diminution du potentiel de
membrane mitochondrial qui s'accompagne de 1'ouverture de mégapores (Zornig et al., 2001). Cette ouverture
est responsable de la libération du cytochrome ¢ dans le cytosol et de la formation avec la protéine adaptatrice
APAF-1 et la pro-caspase 9 d’un complexe protéique, l'apoptosome. Une fois activées, les caspases 8§ et 9 clivent
et activent les caspases effectrices (caspases 3/6/7) qui entrainent l'activation de programmes conduisant a la
mort cellulaire par apoptose (Zou et al., 1999).
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Les signaux de survie peuvent étre regroupés de maniére simplifiée en 2 ensembles, les
signaux liés au phénoméne d’adhérence (cellule-cellule et cellule-matrice) et les signaux liés
aux facteurs de croissance et cytokines présents dans I’environnement. Ces signaux activent
des voies de signalisation qui inhibent I’apoptose telle que les voies NFkB ou PI3K/Akt
décrites précédemment. Dans cette section, nous allons explorer les mécanismes d’adhérence

et leurs implications dans la survie cellulaire.

Il - Adhérence et survie cellulaire
A - Généralités

La plupart des cellules de 1’organisme forment des tissus et des organes en éetablissant
des interactions entre elles et avec leur environnement, la matrice extracellulaire (MEC). Les
mécanismes de ces adhérences cellule-cellule et cellule-matrice font intervenir un ensemble
de protéines exprimées a la surface des cellules que 1’on regroupe sous le nom de molécules
d’adhérence (Petruzzelli et al., 1999). Les molécules d’adhérence ne sont pas que des
protéines membranaires possédant seulement des capacités d’interactions avec d’autres
molécules, mais constituent des récepteurs des signaux de I’environnement des cellules (la
MEC et les autres cellules). Ces molécules sont reliées a de nombreuses fonctions cellulaires
telles que I’organisation du cytosquelette, la migration, la prolifération, mais aussi a des
fonctions plus spécifiques associées a certains types cellulaires telles que la diapédese des
leucocytes, les synapses immunologiques, neuronerveuses ou neuromusculaires et bien
entendu a la survie cellulaire. Des processus fondamentaux comme la fécondation,
I’embryogénese, la morphogénése, la structuration et la réparation tissulaire sont dépendants

des phénomenes d’adhérence.

Les molécules d’adhérence forment un groupe de protéines trés hétérogene divisé en
plusieurs familles en fonction de leurs similitudes structurales : les Cadhérines, les Sélectines,
la superfamille des Immunoglobulines (Ig), les RPTPs (Receptor Protein Tyrosine-Phosphatase), les
intégrines et les récepteurs du hyaluronate (Freemont, 1998). Les 3 premieres familles
interviennent dans 1’adhérence cellule-cellule et la derniére intervient dans 1’adhérence
cellule-MEC. Les Intégrines, quant a elles, jouent un role prépondérant dans 1’adhérence

cellule-MEC, mais peuvent aussi intervenir dans certaines interactions cellule-cellule.
B - Les molécules intervenant dans I’adhérence cellule-cellule

Les cellules ont besoin les unes des autres, elles développent des interactions cellule-
cellule dans 2 buts principaux : former et coordonner la fonction de différents groupes de

cellules, et empécher ou arréter la migration cellulaire (Freemont, 1998). Les molécules
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impliquées dans les interactions cellule-cellule peuvent interagir avec des molécules de méme

type, interactions homophiliques ou de types différents, interactions hétérophiliques.
1 - Les cadhérines

Les cadhérines sont des protéines transmembranaires caractérisées par la répétition d’un
domaine protéique d’une centaine de résidus possédant un site de liaison au Ca®" dans leur
partie extracellulaire (Gumbiner, 1996; Yap et al., 1997) (Figure 17). Le Ca*" joue un role
crucial dans le maintien de 1’intégrité structurale de la protéine (Ringwald et al., 1987). Les
cadhérines sont les composants majeurs de structures d’adhérence cellule-cellule importantes
dans la polarisation de certains tissus tels que les épithéliums. Ces structures sont les jonctions
adherens (zonula ou macula), les jonctions serrées (tight junctions) en relation avec le
cytosquelette d’actine et les desmosomes en relation avec les filaments intermédiaires. La
famille des cadhérines se compose de plusieurs sous-familles dont les plus importantes sont

les cadhérines « classiques » et les cadhérines desmosomales.

Cadhérines P3SGL-1 NCAM Intégrines

Intégrines “s PECAM
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Figure 17 : Les molécules d'adhérence Cellule-Cellule et leurs ligands.
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2 - Les sélectines

Les sélectines sont des molécules d’adhérences impliquées dans les interactions entre
les leucocytes (Lymphocytes, Macrophages,...) ou les plaquettes et les cellules endothéliales
(paroi des vaisseaux sanguins). Contrairement au cadhérines, elles interviennent dans
interactions relativement faibles et labiles (Cross et al., 1995). Cette famille comprend 3
membres nommés en fonction du type cellulaire qui les expriment majoritairement, la
sélectine E (CD62E (Endothéliale)), la sélectine L (CD62L (Lymphocytaire)) et la sélectine P
(CD62P (Plaquettes)).

Les sélectines sont des monomeres possédant un domaine extracellulaire N-terminal,
constitu¢ d’un domaine lectine Ca®*-dépendant, d’un domaine EGF-Like et de plusieurs
répétitions d’un domaine CRP (Complement Regulatory Protein) aussi appelé domaine sushi, suivi
d’un domaine transmembranaire et d’une courte région C-terminale intracellulaire (Carlos &
Harlan, 1994). C’est le domaine lectine qui leur confere la spécificité pour leurs ligands qui
sont des glycoprotéines présentant une structure particuliére : sialyl-lewis”™ que ’on retrouve,
par exemple dans les antigenes des groupes sanguins (Zak et al., 2000; Springer, 1994; Carlos
& Harlan, 1994) (Figure 17).

3 - La superfamille des Ig

La superfamille des Ig regroupent des protéines trés hétérogénes qui ont en commun de
posséder au moins un domaine d’homologie avec les Ig (motif Ig-Like) dans leur région
extracellulaire. Le domaine Ig-like est un domaine globulaire constitué de 2 cystéines
séparées par une soixantaine de résidus, qui forment un pont disulfure (Springer, 1990).
Souvent, les membres de cette famille possédent également une ou plusieurs copies du
domaine fibronectine de type 111, FN Il (Fibronectin type 111 repeat) (Figure 17). Ces molécules
possedent une portion transmembranaire unique et une portion cytoplasmique relativement
réduite. Les membres de la superfamille des Ig interviennent dans des interactions
homophiliques (NCAM-NCAM) ou hétérophiliqgues (ICAM-Intégrines) de maniere
indépendante du Ca?*. Elles sont principalement régulées par expression en réponse a des
cytokines (van de Stolpe & van der Saag, 1996).

4 - Les RPTPs

Les RPTPs sont impliqués dans la signalisation et la régulation de 1’adhérence cellule-
cellule. Contrairement aux autres molécules d’adhérence les RPTPs possédent une activité
enzymatique de type tyrosine phosphatase, localisée dans leur partie cytoplasmique. Ces
molécules peuvent interagir de maniére homophilique (RPTP-RPTP) ou hétérophilique

(principalement avec des membres de la superfamille des Ig) (Beltran & Bixby, 2003).
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C - Les molécules intervenant dans I’adhérence cellule-matrice

1 - La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) représente 1’ensemble des molécules qui
«remplissent » les espaces intercellulaires. La MEC posséde des propriétés physico-
chimiques caractéristiques : certaines MECs sont tres rigides comme les cartilages et 1’os,
d’autres sont souples comme les tissus conjonctifs. Ces propriétés physiques sont 1’image de
leur composition et de leur organisation, qui rendent compte des fonctions des cellules qui y
adherent. Certaines cellules sont spécialisées dans la production de cette matrice, par exemple,
les fibroblastes qui construisent 'essentiel des tissus conjonctifs ou les chondroblastes qui
¢laborent le cartilage hyalin. Les MECs sont composées de protéines fibreuses (collagenes,

¢lastine), de GAG (GlycoAminoGlycanes) et protéoglycanes, et de glycoprotéines de structure
(Lodish, 2004) (Figure 18).
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Figure 18 : La matrice extracellulaire. (A) Modéle schématique de la lame basale, montrant 1’organisation des
différents ¢léments de la MEC. (B) Les protéoglycanes sont macromolécules composés d’un « core » protéique
sur lesquels sont greffés des GAGs (perlecan), certains contiennent du hyaluronate (aggrécan). (C) Les protéines
fibreuses sont représentées principalement par les Collagénes qui conférent une résistance a la traction et
I’élastine qui intervient dans 1’¢lasticité. (D) Les glycoprotéines de structure telles que la fibronectine ou les
laminines, interviennent dans la réticulation de la MEC en interagissant avec les autres composants et les cellules
(via les intégrines) (Lodish, 2004; Aumailley & Gayraud, 1998).
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2 - Les intégrines

a - Généralités

Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires hétérodimeériques. Les 2 sous-
unités, a et B, sont liées de maniére non-covalente. Comme leur nom le sous-entend, les
intégrines font I’intégration entre la machinerie intracellulaire (cytosquelette, kinases,...) et
I’environnement extracellulaire (cellule ou matrice) (Springer, 1994; Hynes, 1992). Les
intégrines forment une famille structurellement et fonctionnellement tres différente des autres
molécules d’adhérence. La caractéristique la plus notable des intégrines est, qu’outre leur
capacité a transmettre des signaux de I’extérieur vers I'intérieur de la cellule (signalisation
« outside-in »), elles peuvent étre activées par des signaux intracellulaires qui modulent leur

capacité de liaison pour leur ligand (signalisation « inside-out ») (Shimaoka et al., 2002).
b - Structure

Il existe au moins 8 sous-unités B et 18 sous-unités a qui peuvent former 25 intégrines
hétérodimériques af (Humphries, 2000). C’est la combinaison of3 qui donne la spécificité de
I’intégrine pour son substrat (Hynes, 1992) (Figure 19). Les sous-unités o et B sont donc des
glycoprotéines transmembranaires possédant une région extracellulaire N-terminale, un
domaine transmembranaire et un court domaine cytoplasmique. Les régions extracellulaires
des sous-unités a (<1000 résidus) et B (=700 résidus) des intégrines sont constituées d’une

« Téte » globulaire et d’une « Tige » (stalk).

La «Téte» des sous-unités o est constituée de 7 motifs FG-GAP (Phe/Gly-
Gly/Ala/Pro) qui forment une hélice appelée, hélice-B (B-propeller) (Springer, 1997). Les
motifs FG-GAP 5, 7 et parfois 4 contiennent des sites de liaison au Ca** (Oxvig & Springer,
1998). C’est dans cette structure en hélice que se trouve les résidus impliqués dans la liaison
des ligands (Kamata et al., 2001). De plus, pour 9 des 18 sous-unités o. connues, un domaine |
(ou domaine aA) est présent entre les motifs FG-GAP 2 et 3. Ce domaine, quand il est
présent, est le site principal de liaison des ligands (Diamond et al., 1993). Cette interaction est
réalisée grace a son domaine MIDAS (Metal lon-Dependent Adhesion Site) qui est un site de
liaison pour les cations divalents (Mg?*, Ca?®) qui permet les interactions avec les résidus
chargés négativement des ligands (Michishita et al., 1993; Huang et al., 1995). La « Tige »
des sous-unités o est constituée d’un domaine Thigh («cuisse ») et 2 domaines Calf
(« mollet ») (Xiong et al., 2003).

La « Téte » des sous-unités B est constituée d’un domaine PSI (Plexins Semaphorins

Integrins) riche en cystéine qui intervient dans le maintien des intégrines dans une
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conformation inactive (Zang & Springer, 2001). A la suite du domaine PSI, se trouve un
domaine de 240 résidus ressemblant au domaine I appelé, domaine I-like (ou domaine BA).
Ce domaine est responsable des interactions ofy (Xiong et al., 2001) et intervient dans la
liaison du ligand (directement dans les intégrines sans domaine I et indirectement dans les
Intégrines avec domaine I) (Shimaoka et al., 2002). Enfin la « Tige » des sous-unités 3 est
constituée principalement de 4 domaines riche en cystéine de type EGF-like et d’une région

appelée B-tail.

A Structure des Intégrines B Les Différentes Intégrines
p Propealler ) |
e 1

[/

- I! [LETCE R Chulmii-ir

Figure 19 : Les intégrines. (A) Modele de structure tridimensionnelle des intégrines (intégrine oyf; d’apres
(Xiong et al., 2001)). (B) Classification des intégrines en fonction de leur ligand. (C) Mod¢le d’activation des
intégrines (Signalisations « inside-out » et « outside-in »).

¢ - Ligands et activation : signalisation « outside-in » et « inside-out »

Les intégrines sont les principales molécules d’adhérence cellule-matrice et parmi leurs
ligands on retrouve les glycoprotéines composant la MEC, la fibronectine, les collagenes, les
Laminines, etc., mais elles interviennent aussi dans I’adhérence cellule-cellule en se liant a
certains membres de la superfamille des Ig. La plupart des intégrines reconnaissent leur ligand

via une séquence peptidique de type RGD (Arg/Gly/Asp). Cependant, toutes les protéines
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contenant une séquence RGD ne sont pas forcément reconnues par une intégrine. En général,
les intégrines peuvent interagir avec plusieurs ligands distincts, mais certaines ne peuvent en
lier qu’un seul. Dans certains cas 2 intégrines peuvent lier le méme ligand mais sur des sites

différents.

Les études sur la structure tridimensionnelle des intégrines suggérent qu’a 1’état de
repos, la portion extracellulaire est repliee avec la « Téte » de l’intégrine prés de la
membrane. Suite a 1’activation, les portions juxta-membranaires des sous-unités se déplacent,
ce qui ameéne la « Téte » de I’intégrine a se redresser et a exposer de nouveaux épitopes

permettant (ou améliorant) la fixation de nouveaux ligands (Takagi & Springer, 2002).

Les intégrines ne possédent pas d’activité enzymatique intrinséque. Lorsqu’une
intégrine se lie avec son ligand, elle s’oligomérise et recrute différents adaptateurs, protéines
de structure et kinases qui vont transduire un signal dans la cellule, c’est ce que 1’on appelle la
signalisation « outside-in ». La signalisation induite par la combinaison ligand/intégrine est
spéecifique du couple ligand/intégrine impliqué (Giancotti, 2000). Par exemple, I’intégrine
azf1 engagée avec une matrice de collagéne, active la MAPK p38, qui induit la transcription

du géne de collagene de type I (Ivaska et al., 1999).

L’interaction entre les intégrines et leurs ligands dépend de 2 éléments, la force de
I’interaction entre 1’intégrine et son ligand (affinité), et le nombre d’intégrines engagées avec
le ligand (avidité). Une augmentation de 1’avidité se définit comme une augmentation de la
force de 1’adhérence de la cellule, qui peut étre induit par une oligomérisation des intégrines
plutot que par une augmentation d’affinité de celles-ci. L’affinité et I’avidité des intégrines
peuvent étres modulées par différents signaux intracellulaires, qui améneront la liaison de
différentes protéines au domaine cytoplasmique et un changement de conformation de
I’intégrine. C’est la signalisation « inside-out » (Shimaoka et al., 2002). Par exemple, la
signalisation des intégrines est intimement liée au cytosquelette d’actine. En effet, la
réorganisation du cytosquelette induite par 1’engagement des intégrines pourra favoriser

I’oligomérisation de celles-ci (Giancotti & Ruoslahti, 1999).
d - La signalisation des Intégrines

Les régions cytoplasmiques des sous-unités o et B des intégrines sont capables
d’interagir avec de nombreuses molécules impliquées dans la signalisation et la régulation des
intégrines. On peut classer ces protéines en 3 catégories : les protéines qui se lient a 1’actine,
les protéines impliquées dans la signalisation cellulaire et les autres (Tableau 16). Parmi les
protéines impliquées dans la signalisation cellulaire on trouve, les kinases FAK et ILK, des

adaptateurs tels que Grb2, ainsi que des GEFs de Arf. Ces protéines permettent entre autre,
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I’activation de la voie des MAPKs, de la voie PI3K/Akt

et de plusieurs GTPases

monomériques.

Protéine SuU Fonction Références

Taline Lien direct ou non (via vinculine) entre les intégrines et (Horwitz et al., 1986; Pfaff et al.,

B le cytosquelette d’actine dans les adhérences focales 1998)
(]
T g-Actini Pavalko et al., 1998
e a-Actinine P Formation des fibres de stress en réponse aux forces ( )
% Filamines de cisaillements (Glogauer et al., 1998; Sharma et
8 B al., 1095; Loo et al., 1998)
©  p27BBP Bs (Biffo et al., 1997)
Association aux filaments intermédiaires )
Plectine Ba (Rezniczek et al., 1998)
EAK Tyrosines kinase des adhérences focales (Tahiliani et al., 1997; Shen &
B Interagit aussi avec la paxilline et la taline Schaller, 1999)

ILK Modulation de la liaison intégrine/cytosquelette d’actine  (Hannigan et al., 1996)
s Grb2 Adaptateur de la voie des MAPKs (Law et al., 1996)
§ Paxilline o Régulation de la liaison du cytosquelette et de FAK (zlz)lgl%)Gmsberg, AR D CHi Ty
E ICAP1 Régulateur négatif des Intégrines (Bouvard et al., 2003; Zhang &
-‘U-";’ B Role de GDI pour Rac et Cdc42 Hemler, 1999; Degani et al., 2002)

Rack-1 B Lien avec les PKC activées (Liliental & Chang, 1998)

_— Augmente I'adhérence de o, a ICAM

Cytohesine-1 B2 GEF d'Arf (Kolanus et al., 1996)

Cavéoline o Signalisation vers ERK (MAPK) (Wary et al., 1998)

Endonexine Bs Modulation de I'affinité (Shattil et al., 1995)

Mélusine By Régulée par le Ca*" dans le muscle (Brancaccio et al., 1999)
@ CD98 B Modulation de I'affinité (Zent et al., 2000; Cai et al., 2005)
5
< CIB ourg Potentiellement, modulation de I'affinité (Barry et al., 2002)

Nischarine os Inhibition de la migration cellulaire (Alahari et al., 2000)

Calréticuline o Régule les fonctions du Ca®* (Coppolino et al., 1997)

Tableau 16 : Les protéines interagissant avec les Intégrines.

FAK est une tyrosine kinase associée aux structures d’adhérences. Les interactions entre
les intégrines et FAK peuvent étre directes (sous-unités [3) ou indirectes (via la paxilline ou la
taline) (Tahiliani ef al., 1997; Shen & Schaller, 1999). L’engagement des intégrines avec leurs
ligands induit 1’auto-phosphorylation de FAK sur le résidu Y*°' (Schaller et al., 1994). Cette
activation de FAK induit le recrutement de nombreux adaptateurs ou régulateurs, dont des
protéines a domaines SH2 telles que Shc, Grb2 (Schlaepfer & Hunter, 1997), p85 (Reiske et
al., 1999) et PLCy (Zhang et al., 1999), des protéines 2 domaines SH3 telle que p130“*®
(Harte et al., 1996) et enfin, la paxilline (Hildebrand et al., 1995) et la taline (Chen et al.,
1995) via une séquence de ciblage spécifique des adhérences focales, la séquence FAT (Focal
Adhesion Targeting). La FAK peut activer de nombreuses GEFs des Rho GTPases, tel que
DOCK 180 via le complexe p130“**/Crk/DOCK180 (Racl) (Kiyokawa et al., 1998) ou la
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GEF PIX via la génération de PI1(3,4,5)P3 par la PI3K (Racl et Cdc42) (Turner et al., 1999;
Zhao et al., 2000).

ILK se fixe sur le domaine cytoplasmique des sous-unités d’intégrines p1, B2 et B3
(Hannigan et al., 1996). Comme nous 1’avons déja évoqué, le domaine catalytique d’ILK ne
possede pas certaines séquences critiques pour 1’activité catalytique (Chan & Tsichlis, 2001)
et il semble que I’activité kinase de ILK, in vitro et in vivo, n’est pas requise pour les voies de
signalisation induites par les intégrines (Hill et al., 2002). Malgré cela, ILK est requise pour la
transduction des signaux médiés par les Intégrines (Zervas et al., 2001). La protéine ILK peut
se lier a de nombreuses protéines, dont la plupart sont impliquées dans la régulation du
cytosquelette d’actine, via sa partie N-terminale qui contient quatre répétitions de type
ankyrine et un domaine PH. Parmi ces protéines on retrouve la paxilline (Turner et al., 1999),
les protéines adaptatrices PINCH-1 et -2 (Zhang et al., 2002) et les parvines (qui sont des
protéines liant I’actine) (Olski et al., 2001; Legate et al., 2006). Ces adaptateurs peuvent
recruter des protéines de régulation de la dynamique de 1’actine, telles que les GEFs de Rac et
Cdc42, DOCK180 et BPIX, et leurs effecteurs WASP, PAK.

Il - La perte de I’adhérence : mort ou survie ?
A - L’apoptose en condition non adhérente : L’anoikis

L’anoikis est défini comme un mécanisme d’apoptose induit par la perte de signaux
d’adhérence cellulaire corrects (Frisch & Francis, 1994; Meredith et al., 1993). Ce
phénomeéne a été mis en évidence dans de nombreux types cellulaires, tels que les fibroblastes
(McGill et al., 1997), les cellules endothéliales (Re et al., 1994), les cellules épithéliales
(Boudreau et al., 1995) ou les neurones (Bonfoco et al., 2000). L’anoikis a longtemps été
étudiée in vitro en supprimant totalement 1’adhérence cellule-matrice, mais on sait
aujourd’hui qu’une MEC inappropriée (c’est-a-dire dont la composition ne correspond pas

aux intégrines exprimées par la cellule) peut induire 1’anoikis (Gilmore, 2005).

L’anoikis joue un rdole important dans le développement et le maintien de I’homéostasie
de ’organisme (Grossmann, 2002). L’importance de 1’anoikis in vivo est clairement établie.
Ainsi, la perturbation des mécanisme de contréle de 1’anoikis entrainent la métastase tumoral,
processus qui requiert la survie cellulaire dans des environnements totalement inappropriés
(Douma et al., 2004).

Etant donné la diversité des voies de signalisation induites par les Intégrines, plusieurs
mécanismes d’induction de I’apoptose lors de 1’anoikis, ont été proposés en fonction du type

cellulaire. En plus de la réorganisation du cytosquelette, la mise en suspension des cellules
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conduit a une modification de 1’organisation et de 1’activité des récepteurs a activité tyrosine
Kinase et des récepteurs de mort (Finbloom & Wahl, 1989; Schleiffenbaum & Fehr, 1990;
Arora et al., 1995; Aoudjit & Vuori, 2001), a une augmentation du niveau d’AMPc, a un
découplage des voies de signalisation des GTPases (Howe & Juliano, 2000; Schwartz &
Shattil, 2000) et a I’altération de la transcription (Vitale et al., 1999). Toutes ces modifications

induisant I’apoptose principalement par la voie mitochondriale.

Dans la majorité des cas, 1’activation de la voie PI3K/Akt induit une protection vis-a-Vvis
de I’anoikis (Zugasti et al., 2001). Il a été montré que les GTPases Racl et Cdc42 sont
impliquées dans la régulation de I’anoikis. En effet, la surexpression d’un mutant
constitutivement actif de Racl protége les cellules épithéliales de 1’anoikis, via I’activation
des voies MAPK, NFkB et Akt (Coniglio et al., 2001). Alors que la surexpression de mutants
dominant négatifs de Racl et Cdc42 en mime les effets (Zugasti et al., 2001; Rul et al., 2002).

B - La survie en condition non adhérente : les lymphocytes T mémoires

Le systtme immunitaire assure la protection de 1’organisme grace a 2 catégories de
réponses, la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. Une des
caractéristiques essentielle de la réponse immunitaire adaptative est la mémoire
immunologique. En effet, le systtme immunitaire est capable de conserver le « souvenir »
indélébile de chaque pathogéne avec lequel il a été en contact. Ainsi, chaque nouvelle
exposition a un pathogéne connu induit une réponse immunitaire plus rapide et plus forte que
la précedente. Ces « souvenirs » prennent la forme de cellules mémoires spécialisées issues de
la prolifération clonale induite par la premiére exposition au pathogéne et qui contrairement
aux cellules effectrices qui vont éliminer le pathogéne avant d’étre éliminées a leur tour, vont
survivre a long-terme au sein de 1’organisme. C’est cette caractéristique des cellules mémoires

qui nous intéresse.

Les cellules mémoires sont des lymphocytes capables de survivre en absence
d’adhérence avec la matrice. Les signaux permettant la survie de ces cellules sont donc
principalement issus de la fixation de cytokines sur leurs récepteurs. Une des catégories de
cellule mémoire a retenu notre attention, les lymphocytes T CD8 mémoires. Les lymphocytes
T CD8 interviennent dans la réponse immunitaire adaptative a médiation cellulaire contre les
pathogénes intracellulaires. Ces cellules expriment un pattern de molécules membranaires
caractéristiques, elles sont CD62L'", CD44"%" CD122"" (IL-2RP). Une des cytokines
importantes dans le maintien du pool de cellules mémoires est 1’'IL-15 (Goldrath et al., 2002;
Vella et al.,, 1998; Pulle et al., 2006), sur laquelle nous reviendrons plus en détail

ultérieurement.
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Chapitre 1

GTPase et survie cellulaire






Section | : Une nouvelle voie de régulation d’Akt par la
GTPase Rac et SHIP dans les cellules non-adhérentes
| - Introduction

Comme cela a été décrit précédemment la kinase Akt joue un réle essentiel dans la
régulation de la survie cellulaire dans de nombreux types cellulaires. L’activation d’Akt
nécessite 1’activation de la PI3K et la génération de PI1(3,4,5)P3. Dans la plupart des modeles
étudiés, cette activation est indépendante de D’activité de la GTPase Racl. Les travaux
antérieurs du laboratoire ont mis en évidence un nouveau mode d’activation de la voie
PI3K/Akt dépendant de I’activité de la GTPase Racl dans les lymphocytes T (Genot et al.,
2000). Ce travail a mis en évidence [ existence d 'une voie d’activation alternative d’Akt dans
laquelle la GTPase Racl est en amont de la PI3K dans des cellules hématopoiétiques non
adhérentes. Cette section regroupe les résultats obtenus dans le travail de caractérisation de

cette nouvelle voie de signalisation.

La premiére partie regroupe un ensemble de résultats présentés sous forme d’un article
scientifique (Article 1). Dans cet article nous apportons des éléments nouveaux concernant les
protéines régulatrices en évaluant I’implication de I’isoforme hématopoictique de Rac, Rac2,
des Pl-phosphatases PTEN et SHIP et de 1’état d’adhérence des cellules dans des modéles
hématopoiétiques. Nous avons aussi cherché a préciser les mécanismes moléculaires en

recherchant des interactions entre la forme active de Racl (V12Racl) et Akt.

La deuxiéeme partie regroupe des résultats complémentaires a ceux présentés dans
I’Article 1, notamment la localisation subcellulaire des protéines d’intérét (exogenes et
endogenes), Racl et Akt dans des cellules adhérentes et non adhérentes. Nous essayons
également de comprendre le mécanisme d’action de la phosphatase SHIP dans cette voie de

signalisation.

Dans une troisieme partie, nous decrivons les hypotheses et stratégies pour continuer la
caractérisation de cette voie. Nous y décrivons les outils moléculaires que nous avons
construits pour étudier le réle de la PI3K et plus particulierement celui de la sous-unité

régulatrice p85.
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Il - Article 1

“ Non adherent cells switch to a Rac-mediated, SHIP
regulated, Akt activation mode for survival ”

Benjamin CHAIGNE-DELALANDE, Guerric ANIES, 1Jsbrand KRAMER and Elisabeth GENOT

Soumis a Oncogene
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A - Abstract

We previously showed that Rac stimulated Akt in T lymphocytes cultured in
suspension. a regulation which contrasts with findings obtained in other cell types grown on
substrate. Using various cell lines and transient transfection protocols, we now show that the
regulation of Akt by Rac is not restricted to the hematopoietic lineage, is not dependent on the
expression of PTEN nor on the Rac isoform. In contrast, the stimulation of Akt by Rac was
found to be dependent on cell adhesion and SHIP expression. In suspended cells, but not in
adherent cells, Rac and Akt were associated in a complex where both were found in their
active state. Furthermore, deletion of SHIP promoted Akt and Rac association whereas
overexpression of SHIP reduced it. Our data reveal the existence of a bona fide Rac > Akt
signaling pathway operational only in suspended cells and point to an alternative survival
signal that is called into action when cells lose contact with the substrate and/or with other

cells.

Key words: GTPases/Akt/SHIP/anoikis/signal transduction
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B - Introduction

Akt (also known as PKB), is a serine/threonine protein kinase originally discovered as
the oncogene product of the transforming AKT8 virus responsible for spontaneously arising
leukemia and lymphoma (Staal, 1987). The role of Akt in maintaining cell survival has been
extensively described and involves several mechanisms. It occurs through direct effects on the
apoptosis machinery by targeting the pro-apoptotic Bcl-2 related protein BAD, by affecting
the transcriptional response to apoptotic stimuli, by regulating Forkhead factors and also by
influencing the activity of the p53 family (Downward, 2004). In lymphocytes, Akt is
stimulated by antigen receptors (Ward et al., 1992), by co-stimulatory receptor CD28 in naive
T cells (Ward et al., 1996), by OX40 on activated and memory T cells (Song et al., 2004;
Ward et al., 1996) and by cytokines or chemokine receptors. In adherent cells, Akt is also
regulated by soluble factors but cell survival is strictly dependent on its activation by integrins
at focal adhesion contacts or cell-cell interactions (Frisch & Ruoslahti, 1997; Watton &
Downward, 1999). Consequently, disruption of the interaction between cells and/or
extracellular matrix induces apoptosis (anoikis) (Ruoslahti & Reed, 1994), a process which
can be rescued by activating Racl (Coniglio et al., 2001). The ability to escape anoikis is thus

a critical step in oncogenesis.

Akt contains two phosphatidylinositol-3 kinase (P13K) dependent phosphorylation sites,
one in the activation loop (T308) and the other in the carboxyl-terminal tail (S473). Under
physiological conditions, the phosphorylation of T308 appears to be coordinately regulated
with the phosphorylation of S473. Under experimental conditions, however, the two sites can
be uncoupled, suggesting that their phosphorylation is controlled by different kinases and
phosphatases. PI3K phosphorylates the 3’-OH position of the inositol ring of
phosphoinositids. The predominant substrate for receptor coupled PI3Ks is Ptdins(4,5)P2 and
hence the initial product of PI3K action is PtdIns(3,4,5)P3. Akt possesses an N-terminal
pleckstrin homology domain (PH domain) which binds specifically to Ptdins(3,4,5)P3 and
PtdIns(3,4)P2 with similar affinity (Thomas et al., 2002). PtdIns(3,4,5)P3/PtdIns(3,4)P2
recruits Akt from the cytosol to the plasma membrane and also induces a conformational
change that converts Akt into a substrate that can be phosphorylated on T308 by the
phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1). PDK1 is also regulated by PI3K products
through its PH domain which interacts with PtdIns(3,4,5)P3/PtdIns(3,4)P2 and with lower
affinity to PtdIns(4,5)P2 (Komander et al., 2004). Regulation of the S473 site is more
complex as it has been reported to be phosphorylated by at least three distinct kinases,
including ILK (Troussard et al., 2003), DNA-PK (Feng et al., 2004) and Akt itself (Toker &
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Newton, 2000). The activated kinase then detaches from the membrane and phosphorylates its
substrates located both in the cytosol and nucleus. PtdIns(3,4,5)P3/PtdIns(3,4)P2 are
substrates for inositol lipid phosphatases so Akt activity is also modulated by this class of
regulatory molecule (Freeburn et al., 2002). One of these is PTEN (Phosphates and Tensin
homolog deleted on chromosome 10), a powerful tumor suppressor deleted or mutated in a
variety of primary human cancers (Haas-Kogan et al., 1998). PTEN dephosphorylates
PtdIns(3,4,5)P3 into PtdIns(4,5)P2 and thereby antagonizes the effects of PI3K on apoptosis
and cell migration (Stambolic et al., 1998). This pathway is also kept in check by the widely
expressed SH2-containing Inositol 5-Phosphatase SHIP2, or its hematopoietic-restricted
homomogue SHIP (also known as SHIP1), which breaks PtdIns(3,4,5)P3 into PtdIns(3,4)P2
(Kalesnikoff et al., 2003). PTEN, SHIP and SHIP2 activities are regulated in vivo by
modulation of their protein levels (Sly et al., 2004). Although activation of Akt is mainly
dependent on phosphoinositide levels, some molecules can alter Akt activity by direct binding
to the kinase (Du & Tsichlis, 2005; Laine et al., 2000; Maira et al., 2001). Amongst these is
CTMP (Carboxyl Terminal Modulator Protein), a physiologically expressed regulator which
attenuates Akt activity by masking the S473 phosphorylation site, thereby preventing acces to

the upstream kinase.

The small GTPase Racl regulates cytoskeletal organization, cell cycle progression, gene
expression and oncogenic transformation (Qiu et al., 1995), which depend upon both soluble
growth factors and integrin- or cadherin-mediated adhesion. Like most GTPases, Racl cycles
between the GDP inactive form and GTP-bound active conformation and behaves as a
molecular switch for signaling. Hematopoietic cells display Rac2, another isoform of Rac,
which presents both structural and functional differences with Racl despite their high

sequence homologies (Van Hennik & Hordijk, 2005).

In several models, it has been shown that an active form of Ras (V12Ras) activates
PI3K, which in turn regulates Akt. However, further investigation demonstrated that
depending on the ligand, PI3K can be regulated by either Ras-dependent or Ras-independent
pathways (van Weering et al., 1998). Moreover, Akt regulation has clearly been shown to be
independent of Racl in fibroblasts (Marte et al., 1997), endothelial cells (Welch et al., 1998)
or neuroectoderm-derived cells (van Weering et al., 1998). Interestingly, in the T cell
leukemic cell line model Jurkat, active Ras is unable to regulate Akt (Genot et al., 2000).
Instead, Akt activation was induced by constitutively active mutants of Racl, although Akt
activation upon T cell receptor triggering remained dependent on a functional PI3K.

Likewise, Akt regulation by Racl has also been reported in the pro-B cell line model BaF3
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(Nishida et al., 1999), suggesting that this mode of regulation can also apply to B cells. A
similar regulatory pathway has been described in the context of cell motility in non-
lymphocytic models (Higuchi et al., 2001; Soga et al., 2001a; Soga et al., 2001b). However,

the molecular basis for Akt activation by Rac GTPases remains unknown.

In the present study, we explored the regulation of Akt by Rac isoforms, in different cell
types and under various experimental conditions. We report that Rac mediated activation of
Akt is a characteristic of non-adherent cells, independent of their cell lineage, and that this

process is under the control of the 5’inositol phosphatases SHIP.

C - Results

1 - Both Rac1 and Rac2 are able to stimulate Akt activity in Jurkat cells

Although Racl is the most common Rac isoform, hematopoietic cells also express
another isoform, Rac2. In the first set of experiments, we compared the ability of Racl and
Rac?2 to regulate Akt using myc-tagged constitutively active mutants of Rac isoforms. To this
end, L61Racl or L61Rac2 encoding plasmids were transiently expressed in cells from the
Jurkat J.HM1 T-cell clone and Akt activity was measured in an in vitro kinase assay using
H2B (Histone 2B) as substrate. Data presented in Figure 20A show that Racl and Rac2 were
equally able to activate Akt in Jurkat cells. To assess the functional status of Akt in intact
cells, Akt phosphorylation sites were examined by western blot using phospho-specific
antibodies. Phosphorylation was increased on both T308 and S473 in response to either
L61Racl or L61Rac2 (Figure 20B). Since Racl is the ubiquitously expressed isoform of Rac,

further investigation of the regulation of the Rac > Akt pathway was carried out with Racl.
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Figure 20 : Both Racl and Rac2 can regulate Akt activity. (A) Jurkat cells were co-transfected with plasmids
encoding HA-AKkt together with either empty vector (control), myc-L61Racl or myc-L61Rac2. Cells were
allowed to recover from the transfection procedure and to express the constructs overnight. Cells were then
harvested and subjected to kinase assay using H2B as a substrate. (B) Cells were transfected as in A, and 18 h
later, samples were lysed, subjected to western blot and probed for Akt phosphorylation status using phospho-
specific antibodies (one representative experiment). For each experiment, results were normalized for Akt
expression and quantitated. The band of lowest intensity (control) was arbitrarily taken as one and results are
presented as fold increase of this basal response.

2 - PTEN deficiency does not account for Rac-induced Akt activation in Jurkat

cells

Transformation of normal T cells into leukemic cells or establishment of cell lines in
culture is inevitably associated with alteration or loss in programmed cell death control. One
such mechanism is the loss of the tumor suppressor PTEN, which results in increased cell
survival due to the lack of its negative feedback on Akt activity. The Jurkat J.HM1 T-cell
clone is deficient for PTEN (Astoul et al., 2001). To explore whether the absence of PTEN
plays a role in the observed effect of Racl on Akt activation in Jurkat cells, we investigated
whether or not Racl could still stimulate its activity when PTEN was re-introduced into these
cells. As expected, kinase assays showed a strong reduction in basal levels of Akt activity in
the presence of PTEN (Figure 21A). However, expression of active Racl still raised Akt
activity in PTEN transfected cells and with the same order of magnitude. Expression of a
membrane-targeted version of PTEN, PTEN CAAX (which facilitates access to substrates)

was not significantly different from those obtained with wild type PTEN. In contrast, a dead
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version of the phosphatase had no effect (Figure 21A). Re-introduction of PTEN reduced
phosphorylation on both T308 and S473 (Figure 21B) but again, the stimulatory effect of
Racl remained intact. To further exclude the possibility that Racl-induced stimulatory effect
on Akt could be a general feature of cells lacking endogenous PTEN, we analyzed Akt
regulation in the PTEN-defective cells line UMUC3 derived from a bladder carcinoma
(Parekh et al., 2000). Constitutively active Racl was unable to stimulate Akt activity in these
cells whereas a constitutively active mutant of PI3K (a membrane-targeted version of the
catalytic subunit, rCD2p110 (Reif et al., 1996) enhanced Akt activity (Figure 21C). Taken
together, these results show that the stimulatory effect of Racl on Akt activity is not a general

feature of cell lines lacking PTEN and indicate that Racl regulates Akt through another

mechanism.
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Figure 21 : Lack of PTEN in Jurkat cells does not promote Racl-induced Akt stimulation. (A) Jurkat cells
were co-transfected with plasmids encoding HA-AKkt together with either empty vector, wt PTEN or PTEN
mutants, in presence or absence of myc-V12Racl. Eighteen hours after transfection, cell samples were
harvested, lysed, subjected to western blotting and probed for Akt kinase activity as above. Blots were also
exposed to films for a longer period of time in order to detect low intensity bands. Results were normalized for
Akt expression and quantitated. The band measuring the control response (empty vector) was arbitrarily taken as
one and results are presented as fold increase of this response when V12Rac is expressed. (B) Cells were
transfected as in A, and 18 h later, samples were lysed, subjected to western blot and probed for Akt
phosphorylation status using phospho-specific antibodies. (C) UMUC3 cells were transfected with HA-Akt
together with empty vector, V12Rac or rCD2p110 encoding plasmids and assayed as in A. Results were
quantitated and are presented as in A.
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3 - SHIP is involved in Rac-induced Akt activation

The ubiquitously expressed lipid phosphatase SHIP2 and its lymphocyte-restricted
SHIP1 (or SHIP) homologue mediate important feedback mechanisms on Akt regulation
(Krystal, 2000). We therefore designed experiments to explore the impact of the absence of
SHIP on Racl-induced Akt activity. To this end, we used an established SHIP-deficient cell
line (Ono et al., 1997), DT40 SHIP™, where the gene encoding SHIP has been mutated by
homologous recombination. DT40 were not found deficient for PTEN expression (data not
shown). Akt activity was found upregulated upon expression of V12Racl in DT40 cells
(Figure 22A). When comparing DT40 SHIP™ with its wild type counterpart in kinase assays,
the ability of Racl to elicit Akt activity was found greater in cells defective for SHIP
expression (Figure 22A). Analysis of Akt phosphorylation status revealed that in the absence
of SHIP, the stimulatory effect of Racl was more pronounced on T308 when compared to
S473 (Figure 22B).
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Figure 22 : Lack of SHIP promotes Racl-induced Akt stimulation. DT40 wild type (wt) or SHIP-deficient
(SHIP™) cells were co-transfected with HA-Akt and either empty vector (control) or myc-V12Rac.
Eighteen hours after transfection, samples were harvested and split in two sets. (A) In the first set, samples were
subjected to Akt kinase activity assay as above. (B) In the second set, samples were lysed, subjected to western
blot and probed for Akt phosphorylation status as above. Results were quantitated and normalized for Akt
expression. For each phosphorylation site, the band of lowest intensity was arbitrarily taken as one and results
are presented as fold increase of this basal response.

4 - Rac regulates Akt in non-adherent hematopoietic cells but not in adherent

hematopoietic cells

After co-transfection of different cell lines with plasmids encoding HA-Akt and
V12Racl, we observed an increase in Akt phosphorylation in some hematopoietic cells lines
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such as HPB-ALL (acute leukemia T cells), Kit225 (T lymphocytes) (Figure 23A), U937
(pro-myelocytic) or BL41 (Burkitt lymphoma) (data not shown) but not in other cells such as
Raw (macrophage-derived), HelLa (epithelial origin) and PAE cells (endothelial origin)
(Figure 23A). HeLa, PAE and Raw cells differ from the others by their property to adhere to
plastic culture dishes. These results suggested that the Rac - Akt pathway may operate only
in non-attached cells. To explore this hypothesis further, we tested Racl-mediated activation
of Akt in a mast cell line, RBL-2H3, which can be cultured under either condition (Grodzki et
al., 2003). RBL-2H3 cells were co-transfected with plasmids encoding V12Racl and Akt and
then cultured either on tissue culture-treated dishes or bacterial dishes to which the cells do
not adhere. Data presented in Figure 23B show that Akt phosphorylation was increased, on
both sites, but only in cells cultured in suspension but not in adherent cells (despite similar
levels of V12Racl expression). These results show that adherent RBL-2H3 cells display all
the components of the Rac - Akt pathway, which is switched on when cells are prevented
from attaching to the substratum. We therefore conclude that Akt regulation by Racl arises
from the non-adherent status of the cells.
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Figure 23 : Active Rac selectively stimulates Akt activity in non-adherent cells. (A) Cells from various cell
lines were transfected with HA-Akt together with either empty vector (control), or myc-V12Rac. Eighteen hours
after transfection, samples were harvested, lysed, subjected to western blot, and probed for Akt phosphorylation
status as above. (B) RBL-2H3 cells were transfected with HA-Akt together with either empty vector (control), or
myc-V12Rac. Cells were then split in two sets that were further cultured according to the adherent and non-
adherent protocols. Cells were harvested 18 h later and processed for western blotting and analyzed as above.
Results were quantitated and normalized for Akt expression. For each phosphorylation site, the band of lowest
intensity was arbitrarily taken as one and results are presented as fold increase of this basal response.

Page |90



5 - Rac stimulates Akt activity in suspended cells, regardless of their cell lineage

To investigate further the importance of attachment to the substratum in the Racl-
mediated activation of Akt, we explored the response of non-adherent, non-hematopoietic
cells to increased levels of Racl activity. To this end, we used an established porcine aortic
endothelial cell line (PAE) in which expression of V12Racl is under the control of an IPTG-
inducible promoter (V12Rac-PAE) (Welch et al., 1998). V12Rac-PAE cells were treated with
IPTG to induce V12Racl expression and cells were either grown on tissue culture-treated
dishes to allow cell adhesion or cultured in suspension on bacterial dishes, as described above.
Again, Akt activation and phosphorylation were observed only in V12Rac-PAE suspended
cells (Figure 24A), which correlated with enhanced phosphorylation on T308 and S473
(Figure 24B).
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Figure 24 : Rac stimulates Akt activity in suspended cells, regardless of their cell lineage. V12Rac-PAE
cells were transfected with HA-Akt and plated onto tissue culture treated dishes to allow cells to recover from
the transfection procedure. Cells were then induced or not, to express V12Rac by adding 0.1 mM IPTG for 6 h.
Next, cells were detached and split into two sets that were further cultured according to the adherent and non-
adherent protocol. Six hours later, cells were harvested and processed for kinase assay (A) or western blot (B), as
above. Results were quantitated and normalized for Akt expression. For each phosphorylation site, the band of
lowest intensity was arbitrarily taken as one and results are presented as fold increase of this basal response.
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6 - Both adhesion and SHIP antagonize the activation of Akt by Rac1

The experiments presented above indicated that both adhesion and SHIP expression
were involved in the regulation of Akt activity by Racl, suggesting a connection between
these two parameters. To discriminate the regulatory effects exerted by SHIP from those
mediated by adhesion, we examined the regulation of the Rac > Akt pathway in adherent and
non-adherent DT40 wild type or DT40 SHIP-/- cells. In adherent cells, the deficit in SHIP
produced a dramatic increase in Akt basal phosphorylation on both sites (Figure 25A). More
importantly, in these adherent and SHIP-depleted cells, Racl acquired the ability to stimulate
Akt phosphorylation on both sites. These results suggest that in adherent cells, deletion of
SHIP suppresses an inhibitory signal which allows Rac to become a regulator of Akt activity.
We conclude that in adherent cells, SHIP mediates a negative effect on basal T308 and S473
and an additional negative signal on the Rac - Akt pathway, which is released in suspended
cells and manifests on both sites. Since membrane localization seems to be the critical
mechanism regulating the activity of SHIP, we examined SHIP subcellular distribution by
fractionation experiments. Data presented in Figure 25B show that the cytosolic fractions
were enriched in SHIP content in suspended cells as compared to adherent cells. As expected,
endogenous Rac activity was found reduced in suspended cells where integrin-mediated Rac

regulation is disrupted (Figure 25C).

CTMP has been identified as an endogenous negative regulator of Akt and is
ubiquitously expressed. Therefore, the possibility remained that some changes in Akt
phosphorylation could result from alterations in CTMP expression regulated by Racl, SHIP
or the adhesive status of the cells. The CTMP/Akt expression ratio was found very similar in
all cases and remained unaffected by the expression of the active Racl mutant, by the absence
of SHIP or the adhesion status of the cells (data not shown).
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Figure 25 : Both adhesion and SHIP antagonize the activation of Akt by Racl. (A) DT40 wild type (wt) or
SHIP-deficient (SHIP™) cells were co-transfected with HA-Akt and either empty vector (control) or myc-
V12Rac. Eighteen hours after transfection, samples were harvested and split into two sets that were further
cultured according to the adherent and non-adherent protocol. 3 h later, cells were harvested and processed for
western blot and probed for Akt phosphorylation status as above. Blots were also exposed to films for a longer
period of time in order to detect low intensity bands in wild type DT40 cells. Results were guantitated and
normalized for Akt expression. For each phosphorylation site, the band measuring the control response (empty
vector) was arbitrarily taken as one and results are presented as fold increase of this response when V12Rac is
expressed. (B) DT40 wild type (wt) or SHIP deficient (SHIP™) cells were either lysed to prepare whole cell
lysates or subjected to a fractionation protocol. Samples were analyzed for their SHIP content by western blot
and band intensities were quantitated. The SHIP content in the cytosol of non adherent cells is presented as fold
increase of the SHIP content in the cytosol of adherent cells, arbitrarily taken as one. (C) DT40 wild type or
SHIP-deficient cells were lysed and analyzed for basal Rac activity by selective precipitation of GTP-bound Rac
using the pull down assay. Band intensities were quantitated. The Rac-GTP/total Rac ratio is presented as fold
increase of the control response measured in adherent cells and arbitrarily taken as one.

7 - Constitutively active Rac associates with active Akt in suspended cells

We previously established that PI3K activity is required for active Rac-mediated Akt
stimulation. We also established that the PH domain of Akt is required for Racl-mediated Akt
activation (Genot et al., 2000). This domain is essential for targeting of Akt to the plasma
membrane where activation occurs. However, PH domains have also been shown to bind
other molecules including GTPases (Snyder et al., 2003). In the next experiment, the
formation of Racl-Akt complexes was explored in various experimental settings and
investigated by means of co-immunoprecipitation protocols. Jurkat cells were co-transfected
with plasmids encoding HA-Akt together with myc-V12Rac, and Akt or Racl were
immunoprecipitated using anti-tag antibodies (anti-HA or anti-myc, respectively). Results
presented in Figure 26A show that immunoprecipitating HA-Akt pulls down myc-V12Racl.
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Likewise, the reciprocal immunoprecipitation of myc-V12Racl selectively precipitated HA-
Akt which was found to be phosphorylated (Figure 26A). Racl-Akt complexes were not
detected when similar experiments were performed after transfection of a tagged wild type
Racl (wtRacl) (Figure 26A). The same experiment carried out in the presence of the PI3K
inhibitor LY429002 revealed that the formation of the complex was dependent on the
phospholipid products of PI3K (Figure 26A). Lastly, the presence of the PH domain of Akt
was also required, as no complex could be detected when an HA-Akt mutant lacking the PH
domain was expressed instead of the wild type Akt (Figure 26A). Therefore, the PH domain is
instrumental in the formation of the complex.
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Figure 26 : The association of Rac and Akt in a complex is dependent on Rac activation status, the
presence of an intact PH domain, functional PI3K and is negatively regulated by adhesion. (A) Jurkat were
transfected with HA-AKkt together with a vector encoding either wild type or V12Racl and allowed to express the
constructs overnight. Cells were then harvested and subjected to co-immunoprecipitation as described in
materials and methods. (C) V12Rac-PAE cells were plated on tissue culture treated dishes to allow cells to
recover from the transfection procedure. Cells were then induced or not, to express V12Racl by adding 0.1 mM
IPTG for 6 h. Next, cells were detached and split into two sets that were further cultured according to the
adherent and non-adherent protocol. Cells were harvested 6 h later, lysed, subjected to immunoprecipitation
using anti Akt or anti-Rac antibodies, then processed for western blot as above. (D) PAE and V12Racl-PAE
cells were plated onto culture dishes (adherent condition) or bacterial dishes (non-adherent condition) in
presence of 0,1mM of IPTG and in the presence or absence of 10 uM Akt Inhibitor. Cells were collected at 24h
and apoptosis was quantitated by FACS, after AnnexinV-FITC staining.
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To explore the role of SHIP in the association of active Racl with Akt, a similar
experiment was performed with SHIP-deficient cells. The representative experiment
presented in Figure 26B shows that the amount of Racl co-immunoprecipitated with Akt was
increased in these cells (2.5-fold). The converse immunoprecipitation experiment led to
similar observations. Overexpression of SHIP achieved by means of transient transfection was
found to reduce the association of active Racl with negligible co-immunoprecipitation
between the two proteins (Figure 26B). These data indicate that the formation of the Racl-

Akt complex is promoted in the absence of SHIP.

To explore the role of cell adhesion in the association of active Racl with Akt, similar
experiments were carried out with the V12Rac-PAE cell line when cells were cultured under
adherent and non-adherent conditions, as above. Co-immunoprecipitation experiments were
performed with V12Rac-PAE cells, induced or not with IPTG and cultured either in treated
tissue culture (adhered cells) or bacterial (suspended cells) dishes. Data presented in Figure
26C show that the association of active Racl with Akt occurred only when cells were kept in
suspension. To determine the functional implication of this regulation, apoptosis was
measured in cells detached from the substratum and expressing either wtRacl or active Racl.
Data presented in Figure 26D show that the presence of active Racl protected PAE cells from
anoikis. This effect was abrogated in the presence of a pharmacological inhibitor of Akt
activity (Al).

8 - Rac does not require membrane association to stimulate Akt in suspended

cells

Adhesion controls the activation of Rho proteins through integrins and separately
regulates the translocation of GTP-bound Racl to the plasma membrane. A specific binding
site for active Racl has been demonstrated in adherent cells and is required for efficient
coupling of the active GTPase to its effector PAK (del Pozo et al., 2004). Consequently,
Racl-GTP remains in the cytoplasm bound to Rho guanine nucleotide dissociation inhibitor
(RhoGDI) in suspended cells (Del Pozo et al., 2002; Hansen & Nelson, 2001). Our results
predict that the coupling of Racl to Akt does not require membrane targeting. To verify this
hypothesis, we examined the properties of a myc-tagged VV12Racl mutant, in which cysteine
189 had been replaced by a serine in order to prevent prenylation of the GTPase. This mutant
is constitutively active, but deficient in binding to both membranes and RhoGDI, and is
unable to activate PAK (Del Pozo et al., 2002). As expected, when assayed by fractionation,
the mutant mainly localized in the cytoplasmic fraction (Del Pozo et al., 2002) (and data not

shown). When expressed in Jurkat cells, this mutant was still fully able to stimulate Akt
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activation (Figure 27). A dose-response experiment showed that V12Rac1C189S is a better
inducer than the membrane bound V12Racl GTPase (data not shown). These experiments

suggest that Racl can regulate signaling pathways in suspended cells.

Figure 27 : Rac does not require membrane association
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D - Discussion

Akt plays a key role in many fundamental processes including survival and several
studies performed in various models have established that in fibroblasts, epithelial and
endothelial cells, this process is regulated through PI3K and in a Rac-independent manner.
Our previous results obtained in Jurkat cells demonstrated that, in contrast to these adherent
cells, T lymphocytes require a functional Rac for the activation of Akt upon T cell receptor
triggering (Genot et al., 2000). This finding, also reported in the pro-B BaF3 cell line in
response to IL3 (Nishida et al., 1999), suggested the existence of an alternative route for Akt
activation in suspended hematopoietic cells. By using the ability of mast cell line RBL-2H3
cells to grow under either adherent or non-adherent conditions, we now provide evidence that
an active form of Racl selectively upregulates Akt activity when cells are kept in suspension
but is unable to do so when cells are cultured adherent to a substratum. Given the importance
of Akt in the rescue from apoptosis induced by loss of adherence (Cheng et al., 2004;
Coniglio et al., 2001), circulating haematopoietic cells may have developed another pathway

to regulate Akt, allowing them to survive under non-adherent conditions in the blood stream.

We also demonstrate that this pathway is not restricted to cells of the hematopoietic
lineage and can be operational in other cell types when cells are cultured under non-adherent
conditions. These in vitro conditions may reflect an in vivo situation where adherent cells
have to detach from the substratum in the course of a physiological process. For instance, in
the process of wound healing, damaged tissues become revascularized through angiogenesis.

To move into the wound, newly formed endothelial cells must detach from the parent vessel,
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which could make them sensitive to anoikis. In support of this hypothesis, VEGF (vascular
endothelial growth factor) has been shown in migrating endothelial cells to regulate Akt
through a Rac-dependent pathway, which could protect them from apoptosis in this situation
(Singh et al., 2004). Expression of a constitutively active Racl in PAE cells bypasses the
VEGF signal and selectively triggers Akt activation in suspended cells but not in adherent

V12Racl-expressing cells.

Similar mechanisms could also be involved during the dissemination of cancer cells.
Indeed, an important characteristic of transformed cells is the loss of anchorage—dependent
growth control, thereby disrupting the essential surveillance mechanism that prevents cells
from colonizing elsewhere when they are detached from their normal residence. In addition to
this survival advantage, Racl-mediated Akt activation promotes cell motility (Higuchi et al.,
2001) and invasiveness (Keely et al., 1997) of tumor cells. Inopportune activation of Rac may
occur in transformed cells where signaling pathways are profoundly altered, thus providing
means for tumor cells to simultaneously escape anoikis and promote invasiveness (Kim et al.,
2001b).

During the process of adhesion, cell spread occurs after initial attachment of cells to
immobilized extracellular matrix ligands engaged by integrins, which initiate cellular
signaling cascades (Marte et al., 1997) and the basal Akt activity required for maintenance of
cell survival. When grown in tissue-culture dishes, cells upregulate integrins (Grodzki et al.,
2003). One possibility is that signaling through these integrins induces an inhibitory signal
that prevents regulation of Akt by Rac1l.

Because SHIP activity does not change following extracellular stimulation, the current
consensus is that SHIP mediates its regulatory effects by translocating to sites of
PtdIns(3,4,5)P3 production. Experiments performed in SHIP-depleted cells have
demonstrated several levels of regulation on Akt. First, as observed in many cells, removal of
SHIP enhanced basal Akt phosphorylation, which can be explained by PtdIns(3,4,5)P3
accumulation due to reduced degradation of the lipid products of the PI3K. Second, in
adherent cells, depletion of SHIP mimicked the situation observed in suspended cells i.e., Akt
became responsive to Racl signals, which translated into a global increase in its activity.
Analysis of Akt phosphorylation sites showed increased phosphorylation on T308 and S473.
Third, in non adherent cells, depletion of SHIP stimulated the Racl-induced T308
phosphorylation further. T308 and S473 are phosphorylated by distinct kinases and are
subjected to different regulations. We can speculate that S473 phosphorylation might be

regulated by distinct kinases in adherent and suspended cells. This latter effect would result
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from the balance of phospholipids produced in this situation, stimulating PDK1 activity
further and not the S473 kinase operating in suspended cells. In our experimental conditions,
the expression of CTMP, another regulator of Akt activity, was altered neither by the

activation of Racl, by the expression of SHIP nor by cell detachment.
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Figure 28 : Model of Rac-stimulated Akt activation in non-adherent cells. Details of the model are discussed
in the text. Our results point to a role for SHIP in the switch of the Rac > Akt pathway in non-adherent cells.

The mechanism by which SHIP controls the Rac > Akt pathway is presently unknown.
SHIP/SHIP2 are regulated through their expression levels, changes in cellular localization and
by protein-protein interactions. Integrin-mediated cell adhesion promotes tyrosine
phosphorylation of the adaptor p130°
SHIP (Nojima et al., 1995; Prasad et al., 2001). p130“"° thereby links SHIP to the

cytoskeleton and creates a context which somehow prevents Akt stimulation by active Racl.

, Which provides binding sites for the SH2 domains of

In suspended cells, Akt is no longer activated by integrins and its activity drops. Cell
detachment is associated with p130“*° dephosphorylation and subsequent SHIP detachment
(Nojima et al., 1995) an event that could release its inhibitory effect on the Rac > Akt
pathway. In agreement with this, we observed that a significant fraction of SHIP relocated to
the cytosol in suspended cells. Signals provided by exogenously expressed active Racl (this
paper) or physiologically by soluble factors (Soga et al., 2001a) might subsequently relay
integrin signals in Akt activation and maintain cell survival in loosely adherent cells.
Supporting this scenario, we show that Racl and Akt are found associated in a complex in

suspended cells but not in adherent cells. Apart from their cellular expression pattern, no
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functional difference between the two forms has been reported, suggesting that SHIP2 likely

fulfills the role of SHIP in the regulation of a Rac - Akt pathway in non-hematopoietic cells.

Both Racl and Akt are present in their active form in the complex and several
hypotheses can be put forward regarding the molecular mechanism by which Akt is activated
by V12Racl. We previously established that the PH domain of Akt is required for Racl-
mediated Akt activation (Genot et al., 2000). This domain is essential for targeting Akt to the
plasma membrane where activating phospholipids are generated and phosphorylations by
upstream Kkinases occur. Our co-immunoprecipitation experiments performed with a PH
domain deletion mutant established that this domain is essential for the molecular association
of the Racl-Akt complex. Interestingly, Racl has been shown to bind and thereby activate
PLCB2 though binding to its PH domain (Snyder et al., 2003). Furthermore, the Akt PH
domain is instrumental in Tcll-mediated, PI3K-dependent Akt activation, where
phosphorylation and activation occur through oligomerization of Tcll (Laine et al., 2000).
Interestingly, Rac can also oligodimerize under certain conditions (Zhang et al., 2001). Racl
has also been shown to be a substrate for Akt (Kwon et al., 2000), indicating that a direct
interaction between these two proteins is possible.

A second and equally plausible mechanism directly involves PI3K. Multiple isoforms of
PI3K exist but the forms biochemically linked to lymphocyte and/or Akt activation are the
class | PI3Ks (Arcaro et al., 1998). Members of this class contain distinct regulatory (p85)
and catalytic (p110) subunits. In many cells, Ras can regulate Akt through its interaction with
p110, leading to catalytic activation and subsequent Akt stimulation. In lymphocytes, where
Ras is unable to stimulate Akt activity (Genot et al., 2000), Racl-mediated Akt activation
(Genot et al., 2000) and the association of Racl with Akt (this paper) are also sensitive to
PI3K inhibition, showing that PI3K couples Racl to Akt. Although no evidence for a
molecular interaction between Racl and p110 has been provided to date, PI3K can be co-
precipitated with active Racl from intact cells (Bokoch et al., 1996; Tolias et al., 1995). The
p85 regulatory subunit exhibits a bcr homology domain that may provide the structural basis
for the interaction between Racl and PI3K. Interestingly, active Racl was reported to increase
PI3K activity in vitro (Bokoch et al., 1996). Experiments aiming at determining the exact role

of p85 in the coupling of Racl to Akt are now in progress.

PI3K and Akt have already been found to be involved with PIKE, another GTPase.
Whereas PIKE-A has been shown to bind and activate Akt, another form of PIKE, PIKE-L,
also binds p85 and upregulates its activity (Ye et al., 2000). These interactions are tightly
regulated through phospholipids binding to the Akt PH domain (Hu et al., 2005).
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Tension exerted on the cytoskeleton has been shown to contribute to the regulation of
signal transduction molecules (Sawada & Sheetz, 2002). For instance, a specific binding site
for active Racl has been demonstrated in the membranes of adherent cells and is required for
efficient coupling of active Racl to its effector PAK (del Pozo et al., 2004). These sites are
lost when cells are detached and GTP-bound Racl remains in the cytoplasm in a complex
with RhoGDI. We now provide evidence that Racl can regulate signaling pathways in
suspended cells, as a soluble active Racl mutant was found to be a better inducer than the
membrane bound active GTPase. Future studies will examine the subcellular localization of
the Racl-Akt complex and determine how RhoGDI can be displaced to allow Racl effector
activation. Of note is that Raclb, a tumor-associated, constitutively active Racl splice variant,
does not bind RhoGDI but regulates Akt activity efficiently (Singh et al., 2004).

Our findings show that both Racl and Rac2 can regulate this alternative pathway. Rac2,
whose expression is restricted to the hematopoietic lineage, may play a specific role in Akt
activation in the immune system. A requirement for Rac2 in Akt activation has been shown in
response to high affinity receptor for IgE (FceR1) triggering, in mast cells (Djouder et al.,
2001). In line with this finding are the results obtained by genetic approaches. In
hematopoietic stem progenitor cells and mast cells isolated from these Rac2-/- mice, Akt

stimulation in response to growth factors is impaired (Yang et al., 2000; Gu et al., 2003).

In conclusion, these findings demonstrate the existence of another mode of regulation of
the survival kinase Akt controlled by Rac. The formation of a complex between Racl and Akt
occurs only in suspended cells and requires PI3K activity. Racl physically associates with
Akt and is necessary for its activation in suspended cells through a mechanism that is

presently under investigation in the laboratory.
E - Materials and Methods

Cells and transfections: JHM1, a subline of the human T acute lymphocytic lymphoma
cell line Jurkat, and the human U937 monocyte cell line were maintained in RPMI
supplemented with penicillin and streptomycin (Gibco, BRL), with 10 % heat inactivated FCS

(Globepharm), at 379C under 5% CO,. The avian lymphoma cell lines DT40 were obtained
from Riken Bioresource Center Cell Bank (Japan) and were maintained in the same medium
supplemented with 1% chicken serum and 50 uM B—mercaptoethanol. The PAE cell lines
were maintained in Ham F12 medium supplemented with 10% of FCS and the VV12Rac-PAE
established cell line was maintained in the same medium supplemented with hygromycin and
puromycin. The RBL-2H3 rat basophil and UMUC3 bladder carcinoma cell lines were

maintained in DMEM medium supplemented by 10% FCS. For suspension cultures, 10’ cells
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cultured in F12 containing 0.2%BSA were plated onto 15cm bacterial dishes coated with 10
mg/ml heat denaturated BSA (Del Pozo et al., 2002). Cells were transfected via
electroporation (Gene pulser; Bio-Rad) (Genot et al., 2000). Briefly, cells were pulsed in
serum-free medium under conditions optimized for each cell line (between 250 to 310 V and
900 to 960 pF) except UMUC3, which was transfected using lipofectamine (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. The amounts of DNA transfected in each

experiment were kept constant by adding empty vector.

Reagents and antibodies. Reagents were from Sigma. Antibodies against Akt and
PTEN were from Santa-Cruz Biotechnology. Antibodies against phospho-Akt 308 and 473
were from Cell Signaling Technology and antibodies against Racl and SHIP were from
Upstate Biotechnology. Peroxidase-labeled antibodies used in the Western blotting protocol
were from Amersham International. LY294002 was from Calbiochem. H2B was from

Boehringher Mannheim. Secondary antibodies were obtained from DAKO Cytomation.

Plasmids and reporter constructs. Plasmids pSG5 HA-wtAkt, pcDNA3 EE-T308A
Akt, pSG5 HA-S473A-Akt and pSG5 HA-APH, pRK5 myc-tagged-V12Rac or wtRac and the
chimera construct of PI3K, pEFrCD2p110 have been described previously (Genot et al.,
2000). PTEN constructs were kindly provided by B. Burgering, L61Rac2 by G. Gacon, and
SHIP by Dr Kurosaki (Dpt of genetics, Kansai Medical University, Japan). All plasmids were
purified by equilibrium centrifugation in CsCl/ethidium bromide gradients using standard

procedures.

Kinase assays and Western Blot analysis. For Akt kinase assays, cells were
transfected with an HA-tagged version of Akt together with various expression plasmids.
Eighteen hours after transfection, cells were harvested and equivalent numbers of living cells
were subjected to immunoprecipitation using 12CA5 antibodies and subjected to kinase assay
using H2B as a substrate, and analysed by SDS-PAGE, as described (Genot et al., 2000). The

lower half of the gel was dried down and 32P-incorporation into H2B was quantitated using a
phosphorimager (Molecular Dynamics). The wupper part of the gel containing
immunoprecipitated tagged-protein kinase was transfered onto PVDF membranes
(Immobilon, Millipore). Membranes were 'blocked' in PBS/0.05 % Tween 20, plus 5% BSA,
then incubated with the appropriate primary antibodies, followed by the corresponding
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies. Bands were detected using a
chemoluminescence kit (Amersham). The amount of Akt detected on Western Blot was
determined by scanning the autoradiography followed by processing of the data with the

Adobe Photoshop program. H2B phosphorylation was normalized for the amount of HA-Akt
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in each sample and thus expressed as fold increase of the control activity. To assess protein
expression from the transfected plasmid, proteins were acetone-precipitated from supernatants
of immunoprecipitates for 1 h at -20°C, pelleted and resuspended in reducing Laemmli sample
buffer. After separation by SDS-PAGE, proteins were transferred to PVDF membranes

followed by western blotting as described above.

Co-immunoprecipitation assays. Protein association was analyzed in cells transiently
transfected with expression vectors for Rac and Akt in the relevant cells. Cells were washed
24 h after transfection in cold PBS before lysis 30 min at 4°C in a buffer containing 20 mM
TRIS buffer (pH 7,5), 2 mM EDTA (pH 8.3), 150 mM NaCl, 0.5% Brij97, 10 mM NaF, 2
mM sodium NazVO, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 mg/ml leupeptin and
pepstatin. Lysates were clarified by centrifugation before incubation of the supernatant with
antibody (as indicated in the figure legends) in a total volume of 0.5 ml for 1 h at 4 °C under
agitation. Lysates were then incubated with protein G—agarose for an additional hour at 4 °C.
The immunoprecipitates/protein G—agarose beads were washed with lysis buffer and bound
proteins were eluted in protein sample buffer, resolved by SDS-PAGE and analyzed by

western blotting.

Rac activity assay. Rac activity was measured by pull-down assays using GST-
Cdc42/Rac-interactive binding domain (CRIB)-PAK (Sander et al., 1999; Moreau et al.,
2003). Rac activity was calculated as the ratio of the measured staining intensity of the GTP-
Rac band pulled down with the GST-PAK divided by that measured for total Rac.

Fractionation protocol. DT40 wt cells (1x10”) were plated on tissue culture-coated
dishes (adherent culture conditions) or bacterial (non-adherent culture conditions) dishes for 3
h in low serum (1,5%) at 37°C. Cells were then lysed for 30 min at 4°C in a hypotonic buffer
containing 10 mM Tris (pH 7.5), 1.5 mM NaCl, 1 mMgCl2, 1 mM DTT, 2 mM Na3VQOy, 0.5
phenyl ethylsulfonyl fluoride, 5 mg/ml leupeptin and pepstatin. Lysates were homogenized by
passing them 15 times through a 23G needle and centrifuged at 14000g for 30 min.
Supernatant (cytosolic fraction) was resolved by SDS-PAGE and SHIP expression was

analyzed by western blotting.

Apoptosis assay. For the apoptosis experiments, equal numbers of PAE and V12Rac
PAE cells were plated onto culture dishes (adherent conditions) or bacterial dishes (non-
adherent conditions) in presence of 0,1mM IPTG and in the presence or absence of 10 uM
Akt Inhibitor. Cells were collected after 24 h and apoptosis was detected by labelling cells

with AnnexinV-FITC and Propidium lodide for 30 min in the dark at room temperature.
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Apoptosis was quantitated by flow cytometry on an EPICS® XL Coulter cytometer equipped
with a EXPO32° software.

Statistics. Quantification values represent the mean of 3 independent experiments +/-
SD. Significance was determined using the Student’s t test (* P< 0.05).
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Il - Données supplémentaires

A - Localisation cellulaire de Rac, activité de Rac et morphologie cellulaire

1 - Etude des mutants de Rac, L61Rac1 et L61Rac1 C189S, localisation cellulaire

et phénotype associé

Nous avons vu dans I’introduction et dans la section précédente (Figure 25 (page 93))
que I’adhérence controle la localisation et I’activit¢ des GTPases. De plus, nous nous
interrogeons sur la localisation subcellulaire du complexe Rac-Akt mis en évidence dans les
expériences de co-immunoprécipitation (Figure 26 (page 94)). Nous avons utilisé deux
mutants de Rac, L61Racl et L61Racl C189S, rendus constitutivement actifs par la mutation
en position 61 pour étudier I’influence de la localisation/relocalisation de Rac lorsque cette

voie est sollicitée.

Dans cette partie, nous décrivons les propriétés des deux mutants de Rac, leur
localisation subcellulaire et les modifications morphologiques qu’ils entrainent. Pour
identifier le ou les compartiment(s) cellulaire(s) dans lesquels sont localisés les mutants de
Rac dans la cellule, nous avons détecté les formes Rac-GTP in situ par une approche
d’immunofluorescence classique avec un anticorps dirigé contre la protéine Racl associée a
une détection indirecte de Racl-GTP par I’utilisation de la protéine de fusion GST-CRIBpak)
purifiée comme sonde. En effet, cette protéine de fusion contient une séquence CRIB
reconnue par Racl et Cdc42 sous leurs formes GTP uniquement. La détection de cette
protéine est réalisée via un anticorps dirigé contre la GST. La superposition des deux
marquages identifie les zones dans lesquelles les molécules Racl sont sous la forme Racl-
GTP.

Dans les fibroblastes, la surexpression du mutant constitutivement actif de Racl,
L61Racl induit la formation de lamellipodes (Hall et al., 1993). Nous avons recherché les
modifications de 1’organisation du cytosquelette d’actine induites par la surexpression du
mutant L61Racl C189S, qui est incapable d’étre recruté a la membrane (Meller et al., 2002).
Nous avons surexprimé de maniere transitoire les plasmides codant pour les mutants Myc-
L61Racl ou HA-L61Racl C189S dans les cellules endothéliales d’aorte de porc (PAE) et
réalise un marquage de Racl et Racl-GTP en immunofluorescence. Les images présentées
dans ce paragraphe ont éte acquises sur microscope confocal. Les cellules PAE présentent un
phénotype relativement étalée, avec quelques fibres de stress et un marquage de Racl-GTP
relativement faible localisé a la périphérie de la cellule (Figure 29A). La surexpression du
mutant L61Racl induit un changement morphologique important, la cellule développe un

grand lamellipode et prend la forme d’un croissant. Le marquage de Racl1-GTP est localisé au
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niveau de la face interne du croissant, a la périphérie de la cellule, juste sous la membrane
(Figure 29B). La surexpression du mutant L61Racl C189S induit un phénotype tres différent
du précédent, dans 63% des cas (n=127) la cellule ne présente pas de phénotype particulier
(Figure 29C), mais dans les 37% restant la cellule s’étale sans développement de lamellipode
et les fibres de stress sont augmentées par rapport au témoin (Figure 29C). Cette répartition
des cellules transfectées ne peut étre mise en relation avec le niveau d’expression HA-
L61Racl C189S qui est comparable dans les 2 cas. On sait que Racl joue un role crucial dans
la transition G1/S du cycle cellulaire (Mettouchi et al., 2001). Une des hypothéses possibles
pour expliquer la différence de phénotype observée, peut étre que ces 2 populations sont a des
étapes différentes du cycle cellulaire, et que le mutant L61Racl C189S n’induit un phénotype
qu’a une étape particuliére du cycle cellulaire. Comme cela a été décrit précédemment (Meller
et al., 2002), le marquage de Racl-GTP nous montre un marquage cytoplasmique, avec
cependant un marquage périphérique (Figure 29C) pouvant étre lié a un recrutement
indépendant de la queue géranylgéranyl, tel que 1I’oligomérisation via la région polybasique
située en N-terminale de la séquence CAAX (Zhang et al., 2001).

Dans le témoin, le coefficient de colocalisation Racl/Racl-GTP est de 74 %, c’est-a-
dire que 74 % des pixels positifs pour Racl sont aussi positif pour Rac1l-GTP. Le coefficient
de colocalisation Racl-GTP/Racl est 99 %, c’est-a-dire que 99 % des pixels positifs pour
Racl-GTP sont aussi positifs pour Racl. De plus, le calcul des colocalisations de la
surexpression des formes activées de Racl, L61Racl et L61Racl C189S avec Racl-GTP
donne, respectivement, les valeurs de 96% (Myc/Racl-GTP) et 88% (HA/Racl-GTP). Les
marquages Myc et HA correspondant a des formes actives de Racl, il est cohérent d’obtenir
une colocalisation forte en les surexprimant. Ces résultats permettent de valider I’utilisation

de la sonde GST-CRIBpak) pour le marquage Rac1-GTP.
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Figure 29 : Phénotype cellulaire induit par I'expression des mutants de Racl. Les cellules PAE sont
transfectées transitoirement par électroporation avec un plasmide contréle (A), un plasmide codant pour Myc-
L61Racl (B) ou HA-L61Racl C189S (C). Aprés 24h de culture, les cellules sont fixées et marquées avec un
anticorps anti-Racl, la protéine GST-CRIBpak, puis avec des anticorps secondaires fluorescents, le hoechst
(ADN) et la phalloidine (actine). Les pourcentages figurant en (C) proviennent d’une série de n=127 cellules
issues de 2 expériences indépendantes. (Echelle = 10 uM)

2 - Comparaison de la distribution de Rac-GTP dans les cellules adhérentes et non

adhérentes

Nous avons recherché s’il existait des différences de répartition entre Racl et Racl-GTP
endogenes en fonction de 1’état d’adhérence des cellules. Pour cela, nous avons utilisé la
lignée de mastocytes de rat RBL 2H3, qui en culture montre spontanément deux populations,
I’une adhérente et 1’autre non adhérente. Cette étude nous a permis de visualiser Racl et

Racl-GTP au sein des cellules de méme origine et qui ne différent que par leur état
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d’adhérence. Dans les cellules adhérentes, le marquage de Racl est relativement diffus avec
une densité du marquage accentuée a la périphérie de la cellule (Figure 304). Le marquage de
Racl-GTP est clairement périphérique (Figure 304 et Figure 30C). Le coefficient de
colocalisation Racl/Racl-GTP est de 63.5 % (= 13.5 %, n=107), c’est-a-dire que 63,5 % des
pixels positifs pour Racl sont aussi positif pour Racl-GTP. Comme précédemment le
coefficient de colocalisation Rac1-GTP/Racl de 95.5 % (£ 7.5 %, n=107) permet de valider le
marquage Racl-GTP. Dans les cellules non adhérentes, la géométrie de la cellule est trés
différente, le cytoplasme est extrémement réduit, mais on retrouve les marquages Racl et
Racl-GTP localisés en périphérie. Dans ces cellules, le coefficient de colocalisation
Rac1/Rac1-GTP est de 69.9 % (+ 16 %, n= 118). Ainsi, le coefficient de colocalisation entre
Racl et Racl-GTP est constant entre 1’état adhérent et non adhérent. De plus, si I’on regarde
les profils de fluorescence, on remarque que les pics de fluorescence de Racl (vert) et Racl-

GTP (orange) sont superposés dans les 2 populations (Figure 30B et Figure 30C).
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Figure 30 : Localisation de Racl et Rac1-GTP dans des cellules RBL adhérentes et non-adhérentes. Les
cellules RBL 2H3 ont la propriété de pousser, en culture, de maniére adhérente et non adhérente. (A) Les cellules
sont fixées et marquées avec un anticorps anti-Racl, la protéine GST-CRIBpak) puis avec des anticorps
secondaires fluorescents, le Hoechst (ADN) et la phalloidine (Actine). Profils de fluorescence représentatifs
d’une cellule adhérente (B) et non adhérente (C) (les fléches indiquent les pics de fluorescence). (D) Coefficients
de colocalisation entre Racl et Racl-GTP dans les cellules adhérentes (n=107) et non adhérentes (n=118).
(Echelle = 10 uM)

Nous pouvons déduire de ces résultats, que par cette technique on ne peut mettre en

évidence de différence dans la proportion de Racl-GTP entre les cellules adhérentes et les
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cellules non adhérentes. Cette observation va a I’encontre du modéle actuel d’activation de
Rac, selon lequel les sites d’adhérence sont nécessaires a ’activation de Racl et que leurs
absence diminue cette activation (del Pozo et al., 2000). Cependant, si ces résultats s’opposent
au dogme et aux données biochimiques obtenues dans les cellules DT40 (Figure 25C (page
93)), elles corrélent avec résultats obtenus en biochimie (par précipitation sélective) dans les
cellules A20 (Figure 35C (page 113)). La pertinence de cette observation sera détaillée dans
un paragraphe ultérieur (page 112). Enfin, I’interprétation de ces résultats doit étre relativisée
en tenant compte des limites de la technique utilisée. Ces limites seront détaillées dans le

prochain paragraphe.

B - La colocalisation de Rac1-GTP et S*?Akt est augmentée dans les cellules non

adhérentes

Nous nous sommes ensuite intéressés a la localisation de Rac1-GTP et de S*"*Akt dans
les cellules RBL 2H3 adhérentes et non adhérentes. Grace au marquage précédemment décrit
nous avons pu mettre en évidence, dans les cellules non adhérentes une colocalisation accrue
de S*”*Akt et Rac1-GTP par rapport aux cellules adhérentes. Le coefficient de colocalisation
S*3Akt/Racl-GTP est de 44,4% (+8.7%, n=121) dans les cellules adhérentes et de 88.4%
(£8.9%, n=108) dans les cellules non adhérentes (Figure 31A et Figure 31E). De plus, nous
avons pu observer que la répartition des pics de fluorescence de Racl-GTP (orange) et S$*”
Akt (vert) est différente en fonction de 1’état d’adhérence des cellules. Dans les cellules RBL
2H3 adhérentes, les 2 pics sont proches de la membrane, mais distincts, alors que dans les

cellules non adhérentes les 2 pics sont confondus (Figure 31B et Figure 31C).

Comme on peut le constater sur les Figures 29A, 30A et 31D, les morphologies des
cellules adhérentes et non adhérentes sont trés différentes. Pour valider, nos résultats nous
avons effectué, une étude similaire en comparant RhoA et Racl-GTP. Au niveau de la
colocalisation, RhoA colocalise davantage avec Racl-GTP dans les cellules adhérentes (54,1
% £ 5,1; n=111) que dans les cellules non adhérentes (24,6 % 8,9 ; n=111). De plus, I’étude
du profil de fluorescence de RhoA (vert) et Rac1-GTP (orange) montre une divergence des
pics dans les cellules non adhérentes, ce qui tend a prouver que, malgré les différences
morphologiques entre cellules adhérentes et non adhérentes, on peut tout de méme détecter

des variations de la répartition des protéines dans les cellule non adhérentes.
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Figure 31 : Localisation de Racl-GTP et S*7 Akt dans des RBL adhérentes et non-adhérentes. (A) Les
cellules sont fixées et marquées avec un anticorps anti-Racl, la protéine GST-CRIBpak) puis avec des anticorps
secondaires fluorescents, le Hoechst 33342 (ADN) et la phalloidine-Alexa 635 (Actine). Profils de fluorescence
représentatif d’une cellule adhérente (B) et non adhérente (C). (D) Marquage de RhoA et GST-CRIBpak) dans
les RBL adhérentes et non adhérentes. (E) Coefficients de colocalisation Rac1/Rac1-GTP, S**Akt/Rac1-GTP et
Rho/Racl-GTP dans les RBL adhérentes et non adhérentes (synthése de 2 expériences indépendantes). (Echelle
=10 uM ; * : p(Adhérentes/Non Adhérentes)<0.05).

Ces résultats, s’ils sont en accord avec nos observations biochimiques (expériences de
co-immunoprécipitations) ne sont que corrélatifs. En effet, les limites des techniques
d’imagerie font qu’un pixel d’une image représente, au mieux, 130 nm ce qui a I’échelle
moléculaire est considérable et explique le fort bruit de fond. Ainsi, les mesures de

473
S

colocalisation ne suffisent pas a démontrer I’interaction Rac1-GTP/ Akt mais, constituent
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cependant un argument dans ce sens. Pour valider cette interaction in vivo, il nous faudrait
développer un systéme de FRET entre Racl et Akt, ce qui ne peut étre envisagé qu’une fois

que les régions d’interaction entre Akt et Racl auront été déterminées par la biochimie.

1 - Rac1-GTP s’associe avec les formes phosphorylées de Akt dans les cellules

non adhérentes

Nos expériences de co-immunoprécipitation ont permis la mise en évidence du
complexe V12Racl-Akt (Figure 26). Nous avons aussi testé si cette co-immunoprécipitation
était toujours effective lorsque, au lieu de la forme sauvage d’Akt, des formes d’ Akt mutées

sur les sites de phosphorylations, T308 ou S473 (T°® ou S*”

remplacés par une alanine, Akt
T308A et Akt S473A) étaient transfectées. Ces mutants montrent un taux de phosphorylation
et une activité réduite par rapport a Akt sauvage (Bellacosa et al., 1998; Toker & Newton,
2000). Apres expression transitoire des plasmides codant pour ces mutants conjointement a un
plasmide codant pour Myc-V12Racl dans les cellules Jurkat, nous avons précipité EE-Akt
T308A et HA-Akt S473A. Apres migration sur gel de polyacrylamide et révélation en western
blot, nous n’avons pu détecter aucune des 2 formes phosphorylées (Figure 32), alors que la

surexpression d’ Akt était effective (Figure 32). Dans le méme temps, nous n’avons pu mettre

en évidence de co-immunoprécipitation entre les mutants T308A et S473A et VI2Racl

(Figure 32).

JURKAT Figure 32 : Seules les formes
phosphorylées d’Akt interagissent avec
Poigh  HA Mys WA Wy D My V12-Rac. Les cellules Jurkat sont
transfectées transitoirement avec un
3 = TrrAM plasmide codant pour Myc-VI12Racl
£ = 5"'AkL  conjointement avec un plasmide codant
% — — o Akl pour HA-Akt, EE-T308A Akt ou HA-
= S473A Akt. Aprés 18h de culture, les
— - . My cellules sont lssées et les lysats sont
Hi-AREwl  + * * . . . . immunoprécipités avec les anticorps
Myc-Viditaci + . . - . . # indiqués. Les lysats sont ensuite migrés
EE-AKITIOEA - . . p * - sur gel de polyacrylamide et révélés en

HA-AKESATIA - i 5 : 5 . . western blot avec les anticorps indiqués.

C - Vers une mise évidence de la voie Rac1l/Akt endogéne

1 - Le modéle cellulaire A20
a - Présentation du modéle

Pour continuer la caractérisation de la voie Racl/Akt par les techniques de
surexpression transitoire, nous avons cherché un modéle cellulaire nous permettant d’étudier

des différences entre cellules adhérentes et non adhérentes sur les protéines endogenes. Nous
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avons dé¢ja utilisé le modele de la lignée RBL 2H3 (page 106). Cependant pour des raisons
techniques (culture plus facile, transfection plus efficaces...), nous avons préféré nous

focaliser sur la lignée de lymphocytes B murin A20.
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- B L
£
{ = L
i 3 i ‘
3 . .7 |
g ] i T4 & (F
- Tairmpa B
b MA Adh  NA
e =t =-PTEN

Figure 33 : Présentation du modeéle A20. (A) Aspect des cellules A20 adhérentes et non adhérentes en
microscopie a épifluorescence, avec un marquage phalloidine-Alexa 546 (Rouge) et Hoechst 33342 (Bleu) et en
contraste interférentiel Nomarski (DIC : Differential Interference Contrast). (B) Répartition des populations des cellules
A20 adhérentes et non adhérentes en fonctions du temps (n=3). (C) Evaluation de I’expression des PI-
Phosphatases PTEN et SHIP dans les cellules A20 adhérentes et non adhérentes. (Echelle = 10 um)

Cette lignée présente plusieurs caractéristiques intéressantes pour notre é¢tude. Comme
la lignée RBL 2H3, cette lignée montre, en culture, une répartition spontanée en 2 populations
I’'une adhérente et 1’autre non adhérente (Figure 33A4). L’étude de la répartition des
populations adhérentes et non adhérentes des cellules A20 au cours du temps, par comptage
apres coloration au bleu trypan, montre que la composante adhérente augmente au cours des
24 premicres heures de culture, avant de se stabiliser aux alentours de 40%-50% de la
population totale (Figure 33B). De plus, 1’étude de ’expression des PI-phosphatases PTEN et
SHIP dans les 2 populations en western blot, montre premiérement que les 2 phosphatases
sont exprimées dans les cellules A20 et deuxiémement que leur niveau d’expression ne varie

pas en fonction de 1’état d’adhérence des cellules (Figure 33C).
b - Validation du modéle pour I’étude de la voie de signalisation Rac1/Akt

Pour valider ce modele cellulaire, nous avons tout d’abord exploré I’'impact de la

surexpression transitoire de V12Racl dans les cellules A20 adhérentes et non adhérentes.
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Cette surexpression induit une augmentation de la phosphorylation d’Akt sur le résidu T°%
uniquement dans la population non adhérente (Figure 34A4). Dans cette expérience nous avons
utilisé un mutant constitutivement actif de la sous-unité catalytique de PI3K p110, rCD2p110,
comme contrdle positif. L’expression de ce mutant induit une augmentation de la

308
T

phosphorylation d’ Akt en dans les 2 populations cellulaires (Figure 34A).

Nous avons aussi recherché la présence de complexes Racl/Akt dans les 2 populations
de cellules. Les cellules A20 adhérentes et non adhérentes sont transfectées transitoirement
avec des plasmides codant pour HA-Akt et Myc-V12Racl, puis lysées apres 24h de culture.
Les protéines d’intérét sont immunoprécipités avec les anticorps anti-HA, anti-Myc ou un
anticorps contrdle (IgG). Ces expériences confirment les résultats obtenus avec les cellules
PAE V12Racl (Figure 26C (page 94)). On observe une co-immunoprécipitation entre Racl et

Akt uniquement dans les cellules non adhérentes (Figure 34B).
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Figure 34 : Validation du modele A20. (A) Les cellules A20 ont été transfectées avec un plasmide codant pour
HA-AKkt et un plasmide codant soit pour rCD2p110, soit pour V12Racl, soit un plasmide vide (Contréle). Apres
24h, les cellules adhérentes et non adhérentes sont lysées séparément, les lysats migrés sur gel de polyacrylamide
et révélés en western blot avec les anticorps indiqués. (B) Pour les expériences de co-immunoprécipitiations, les
lysats ont ét€¢ mis en contact avec les anticorps anti-HA, anti-Myc ou un anticorps contréle (IgG), puis migrés sur
gel de polyacrylamide et révélés en western blot.

¢ - Vers une caractérisation de la voie Racl/Akt endogéne

e Statut d’ Akt et Rac dans les cellules A20 adhérentes et non adhérentes

Pour observer les différences entre cellules adhérentes et non adhérentes, nous avons
analysé et comparé 1’état de phosphorylation de plusieurs autres protéines, ERK 2, p38, p53,
avec les variations observées pour Akt dans les cellules A20. Pour cela, les cellules A20
adhérentes et non adhérentes sont lysées et les deux lysats sont migrées séparément sur gel de
polyacrylamide, puis les protéines sont révélées en western blot avec les anticorps spécifiques

des formes phosphorylées de ERK % (T**?/Y*** ERK '), p38 (T"*/Y'™ p38), p53 (S"° p53)
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et Akt (T*® Akt et S*”* Akt). La protéine choisie comme référence est la p—actine (Figure
354 et Figure 35B). Ces expériences mettent en évidence que le niveau de phosphorylation
des MAPKSs, ERK " et p38 est diminué de prés de moitié (rapport NA/Adh 0,57 +0,2 (n=4)
pour ERK % et 0.49 £0,17 (n=4)) dans les cellules non adhérentes, alors que le niveau de
phosphorylation d’Akt est augmenté en T°% (2,45 £0,28 (n=4) et S*° (2,31 +0,3 (n=4))
(Figure 354 et Figure 35B). Le niveau de phosphorylation et la quantité totale de p53 ne
présentent pas de différences significatives entre les cellules adhérentes et non adhérentes

(Figure 354 et Figure 35B).

Nous avons recherché le niveau d’expression et 1’état d’activation de Racl dans les
cellules adhérentes et non adhérentes. Dans ce but nous avons réalisé une série de pull down
avec la sonde GST-CRIBpak). Le résultat de ces expériences ne montre pas de différence
significative du niveau d’expression et de la proportion de Racl-GTP entre cellules

adhérentes et non adhérentes (Figure 35C et Figure 35D).
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Figure 35 : Les phosphorylations T** et S*”* d’Akt sont augmentées dans les cellules A20 non adhérentes.
(A) Les cellules A20 adhérentes et non adhérentes sont lysées. Puis les extraits sont migrés sur gel de
polyacrylamide et analysés par western blot avec les anticorps indiqués. (B) Graphique représentant le rapport
d’intensité des bandes obtenues en western blot a partir du lysat « non adhérent » et du lysat « adhérent ». (C)
Les lysats sont précipités avec la sonde GST-CRIB pak), les fractions Racl total et Rac1-GTP sont migrées et
révélées avec I’anticorps anti-Rac. (D) Graphique représentant le rapport entre I’intensité des bandes Racl1-GTP
et Racl Total.

Page |113



e [ a localisation de SHIP différe entre 1’état adhérent et non adhérent

La PI-Phosphatase SHIP est principalement régulée par localisation cellulaire (Phee et
al., 2000). Dans les cellules adhérentes, SHIP2 interagit avec I’adaptateur p130“"° (Prasad et
al., 2001; Prasad & Decker, 2005). Dans le but de mieux comprendre le rdle et le mécanisme
d’action de SHIP dans la voie d’activation d’Akt par Racl, nous nous sommes intéressé a la
localisation cellulaire de SHIP et de p130“* entre cellules adhérentes et non adhérentes.
Nous avons cherché a déterminer si la localisation de SHIP était modifiée par 1’état

OCAS

d’adhérence des cellules et si SHIP pouvait interagir avec I’adaptateur pl3 . Les

expeériences présentées ci-dessous en sont encore au stade préliminaire.

Pour cela, nous avons dans un premier temps, réalisé des expériences de fractionnement
cellulaire sur les 2 populations de cellules. Brievement, les cellules ont été lysées dans un
tampon hypotonique (Cf. matériel et méthodes), homogénéisées au broyeur manuel
(« dounce »), et centrifugées a 100000 g afin de séparer les fractions membranaires (culot) et
cytosoliques (surnageant). Les différentes fractions on été migrées sur gel de polyacrylamide
et les protéines d’intérét révélées en western blot avec des anticorps anti-SHIP, anti-Y**
p130°S ou anti-p130“°. La fraction cytosolique étant beaucoup plus diluée que la fraction
membranaire, les charges sont équilibrées par rapport a celle-ci (Figure 36A). En présence de
sérum, SHIP et P130“*° sont localisées majoritairement dans la fraction membranaire et on
n’observe pas de différences entre cellules adhérentes et non adhérentes (Figure 36A). Dans
un second temps nous avons voulu mettre en évidence une interaction entre SHIP et p130“°,
Pour cela, nous avons réalisé des expériences de co-immunoprécipitation sur des lysats de
cellules A20 adhérentes et non adhérentes déprivées en sérum pendant 2h. Ces expériences en
sont encore au stade préliminaire. Du point de vue technique on peut remarquer que si
Ianticorps anti-SHIP immunoprécipite trés bien la protéine SHIP, I’anticorps anti-p130“*° est
beaucoup moins efficace (Figure 36B). Malgré cette difficulté, nous avons pu mettre en
évidence une co-immunoprécipitation entre p130“° et SHIP dans les cellules adhérentes avec
Ianticorps anti-SHIP, mais pas avec I’anticorps anti-p130“*° (Figure 36B). Ce résultat reste &
confirmer apres avoir défini de meilleures conditions d’immunoprécipitation avec 1’anticorps

anti-p130°,
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A AZ0 Figure 36 : SHIP interagit avec pl130"®
dans les cellules adhérentes. (A) Les

108 Sérum 054 SHrum cellules A20 adhérentes et non adhérentes
déprivées ou non en sérum, ont été lysées

Adh A Adh A avec un tampon hypotonique. Les fractions
cytosoliques et membranaires ont été

- -, . - SHIP séparées par centrifugation (100 000 g),

G m c m C m & m

i,; puis migrées sur gel de polyacrylamide et

E gl O - - 0 nq 3074 révélées en western blot avec les anticorps

indiqués. Les charges des différentes

- -_— -9 - ] 3054 fractions sont équivalentes. (B) Les

cellules A20 adhérentes et non adhérentes

B aA2p  sont déprivées en sérum pendant 2h avant

Adhéranteas Nan Adherentes d’étre lysées. Les protéines d’intérét sont
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- ﬂ — Courle de polyacrylamide et révélées avec les
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Comme nous l‘avons décrit dans I’introduction de ce manuscrit, la protection contre
I’apoptose fait intervenir principalement 2 types de signaux, les signaux issus de I’adhérence
et les signaux issus des facteurs de croissance. Dans les expériences précédentes, réalisées par
surexpression transitoire, I’aspect facteur de croissance était négligeable ou court-circuitée par
I’expression de VI12Rac, mais dans les approches visant a identifier les mécanismes
endogenes, ces signaux ne peuvent étre négligés. Les expériences de fractionnement et de
précipitation sélective de Racl dans les cellules DT40 ont été réalisées en absence de sérum
(pour des raisons techniques, faire adhérer les cellules), mais dans le modéle A20 les cellules
adhérent par elles mémes, nous devons donc nous affranchir des signaux issus du sérum pour
évaluer les différences inhérentes a I’adhérence. Ainsi, dans les cellules déprivées en sérum
pendant 2h, on observe une diminution de la fraction membranaire de SHIP et p130“*® dans
les cellules non adhérentes (Figure 36A). Cette diminution semble concerner la quantité de

protéines totales de SHIP et p130“"S

, et semble contredire les résultats obtenus en présence de
sérum sur I’expression de SHIP (Figure 33C (page 111)). A la lumiére de ces résultats, il
serait intéressant de réévaluer I’expression de SHIP et I’activit¢ de Racl en fonction de

I’adhérence apres déprivation en sérum.
D - Développement d’outils moléculaires pour I’étude de la voie Rac1/Akt

Dans la perspective de pouvoir intervenir sur cette voie de survie a des fins

thérapeutiques, nous avons focalisé notre recherche sur les mécanismes de couplage entre Rac
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et Akt. Comme décrit précédemment, la sous-unit¢ p85 de la PI3K apparait comme un
intermédiaire possible dans cette cascade. Pour explorer le role de p85, nous avons transfecté,
de facon transitoire, des cellules Jurkat avec des plasmides codant pour HA-Akt, Myc-
VI12Racl et p85a. Le lysat cellulaire a ensuite été immunoprécipité avec un anticorps anti-
Akt, un anticorps anti-p85c ou un anticorps anti-p85f3 et révélé par western blot avec les
anticorps indiqués (Figure 37). Cette approche nous a permis de mettre en évidence une co-
immunoprécipitation réciproque d‘Akt (sous sa forme phosphorylée) avec p85a (qui est ici
surexprimée) et mais également p85P (endogéne). Nous observons aussi une co-
immunoprécipitation entre les 2 isoformes de p85a et p85, ce qui peut laisser supposer que
la co-immunoprécipitation observée entre p85f et Akt pourrait étre due a une interaction

p85PB/p85a/Akt. Ce point reste a éclaircir.

JURKAT Figure 37 : p85 interagit avec Akt. Les cellules Jurkat

P IgG Akt pBSs pBS) sont transfectées transitoirement avec un plasmide codant

7 pour HA-Akt et p85a. Aprés 18h de culture, les cellules

i - ! B < pBia sont lysées et les protéines sont immunoprécipitées avec

a l i — T AKI les anticorps indiqués, a partir des extraits. Les lysats sont

E ensuite migrés sur gel de polyacrylamide et révélés en

aﬂ - = B"AKL  yestern blot avec les anticorps indiqués.
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1 - Développement des mutants de p85

Afin d’approfondir ces résultats, et de déterminer le réle de PI3K dans la voie Racl/Akt
nous avons décidé de construire les outils moléculaires dont nous avions besoin pour 1’étude
du role de p85 dans la régulation d’Akt par Racl. Ce travail a été effectué par un autre

doctorant du laboratoire, Guerric ANIES, a qui j’ai apporté ma collaboration.

Comme cela a été décrit précédemment, les sous-unités p85a et p85B possedent un
domaine BH, présentant de fortes homologies avec les domaines GAP des protéines Rho, et
qui est capable d’interagir avec les GTPases Racl et Cdc42 in vitro (Musacchio et al., 1996;
Zheng et al., 1994; Tolias et al., 1995). Ce domaine BH constitue la région la plus divergente
entre les sous-unités p85a et p85P (Otsu ef al., 1991; Musacchio et al., 1996) (Figure 38).
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Figure 38 : Alignement des séquences de p85a et p85B. Alignement des séquences de p85a (P129387) et
p85P (000459) réalisé avec le logiciel T-Coffee (Notredame et al., 2000). Les séquences a fort taux homologies
sont en rouge et les séquences de faibles homologies en bleu. Le domaine BH est encadré en rose.

Nous avons constitué une batterie de mutants des sous-unités p85a et p85f incluant les
mutants de délétion du domaine BH (p85ABH) et les mutants BH isolés (Figure 394). Dans
un deuxiéme temps, ces mutants ont été générés sous 2 formes, une forme fusionnée avec la
GST (Gluthatione S-Transférase) pour les études de précipitations sélectives et la purification des
protéines et une forme fusionnée avec la GFP (Green Fluorescent Protein) pour les études de
localisation cellulaire. Dans un troisieme temps, suite a des problemes liés a la taille et la
nature des étiquettes GST et GFP, nous avons généré ces mutants sous une 3™ forme

étiquetée HA (Hémagglutinine) pour les études biochimiques.

Au départ nous disposions de plasmides codant pour les formes entieres de p85a (J.
Carpenter, USA) et p85f (J. Janssen, Allemagne) ainsi que d’un mutant p85aABH. Nous
avons produit le mutant p85BABH et les domaines BH isolés. Brievement, la génération du
mutant de délétion, p8SBABH, a été réalisée a partir du plasmide pT7T9319 p85P (J. Janssen).
La séquence délétée correspond aux résidus 122-256 de p85. La stratégie de délétion repose
sur la génération d’un fragment contenant la délétion par PCR (Polymerase Chain Reaction)
successives, puis clonage de ce fragment délété entre 2 sites de restriction de part et d’autre du
domaine BH. La génération des mutants domaines BH isolés a été effectuée par PCR. Le

domaine BHa contient les résidus 110-302 de p85a. et le BHP les résidus 106-289 de p8503.
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Figure 39 : les mutants des sous unités p85a et p85p. (A) Représentation schématique des différents mutants
de p85 fusionnés a la GST (Gluthatione S-Transférase) développés au laboratoire. Ces mutants ont aussi été générés
sous la forme d’une protéine de fusion avec la GFP (Green Fluorescent Protein) et sous une forme portant 1’étiquette
HA (Hémagglutinine). (B) Les protéines de fusion GST-p85a, GST-p850ABH, GST-BHa, GST-p858, GST-
p85BABH, GST-BHf sont purifiées sur billes gluthatione-agarose puis migrées sur gel de polyacrylamide et
révélées par western-blot avec un anticorps anti-GST. (Les fleches noires indiquent les bandes d’intérét). La
fleche rouge montre un contaminant de poids moléculaire compatible avec la GST (= 35kDa).

Dans un souci d’homogénéisation des différentes constructions, dans une seconde étape,
nous avons sous-cloné tous les mutants dans différents plasmides afin de produire différentes
formes en fusion avec des étiquettes. Cette étape a été effectuée a partir d’'une PCR amplifiant
la totalité de la séquence des mutants avec des amorces contenant les sites de restrictions
BamHI en 5’ et EcoRI en 3’. Aprées digestion par ces 2 enzymes, ces fragments ont été clonés
dans les plasmides pGEX2T (pour les fusions GST), pEGFP-CI1 (pour les fusions GFP).
Concernant I’étiquette HA, nous avons choisi de partir d’un plasmide pRK5-Myc, d’éliminer
I’étiquette Myc par digestion enzymatique et de la remplacer par 1’étiquette HA. Une fois

cette série de sous-clonage effectuée, tous les mutants ont été validés par s€quencage.

La Figure 39B montre la migration sur gel de polyacrylamide des différentes protéines
de fusion GST, purifiées sur billes de Gluthatione-Agarose et révélées avec un anticorps anti-
GST. On remarque une bande contaminante de poids moléculaire compatible avec la GST (=

35kDa) dans les pistes GST-p85p et GST-p85BABH (fleche rouge).
2 - Le domaine BH isolé interagit avec Rac1 endogéne

Pour ¢tudier I'interaction entre Racl et p85, nous avons réalisé des expériences de
précipitation sélective sur des lysats cellulaires, en utilisant comme sonde les protéines de
fusion GST-BHa ou GST-CRIBpak). Nous montrons que la protéine de fusion GST-BHa est
capable de précipiter Racl endogeéne (Figure 40). Le contrdle de précipitation réalisé avec la

protéine GST-CRIBpak), montre une précipitation beaucoup (au moins 10 fois) plus
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importante. Ces expériences montrent que le BHa isolé est capable de lier Racl. Des

expériences similaires vont étre effectuées avec le domaine BH.

GS5T- G5T- GST Figure 40 : Le domaine BHa interagit avec Racl. Les
CRIB,,, B protéines de lysats de cellules A20 (non adhérentes) sont
précipitées avec les sondes GST-BHa ou GST-

- — -—Rac CRIBpak) puis migrées sur gel de polyacrylamide et

révélées en western blot avec un anticorps anti-Rac.

IV - Discussion

La régulation de la survie cellulaire est un mécanisme complexe trés contrdlé, qui fait
intervenir de maniere active 1’adhérence a la matrice extracellulaire et les interactions cellule-
cellule. Dans la plupart des types cellulaires, « adhérents », la réduction de ces interactions
induit la mort cellulaire par apoptose (anoikis) (Watton & Downward, 1999; Frisch &
Ruoslahti, 1997). Dans ces cellules, il a ét¢ montré que la GTPase Racl (Coniglio et al.,
2001; Cheng et al., 2004) et la kinase Akt (Zugasti et al., 2001; Rul et al., 2002) peuvent
conférer une résistance a 1’apoptose. Mais il existe d’autres cellules qui sont, par nature, « non
adhérentes », comme les lymphocytes, acteurs principaux de la réponse immunitaires qui
circulent dans 1’organisme, tantdt en suspension dans le sang, tantot adhérents dans les
organes lymphoides. Ces observations posent la question des mécanismes qui régulent la

survie cellulaire de ces cellules non adhérentes.
1 - La voie Rac1/Akt est restreinte aux cellules non adhérentes

Les travaux antérieurs du laboratoire ont mis en évidence une activation d’Akt
dépendante de 1’activité de la GTPase Racl dans la lignée de lymphocytes T Jurkat en
réponse a la stimulation du TCR (T Cell Receptor)(Genot et al., 2000). L’utilisation des lignées
RBL 2H3 (mastocytes) et A20 (lymphocytes B), dont la population est mixte, avec une
composante adhérente et une composante non adhérente, nous a permis de mettre en évidence
que I’activation d’Akt induite par Racl-GTP dans ces cellules est restreinte a la composante
non adhérente (Figure 23 (page 90) et Figure 34 (page 112)). L’étape suivante de la
caractérisation de cette voie de signalisation est la validation de nos résultats avec les
protéines endogenes. Le modele A20 nous semble idéal pour cette étude (population mixte,
fort taux d’expression des protéines d’intérét, origine murine (acces aux séquences publiées

dans les banques de données pour générer des siRNA)).
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2 - SHIP régule négativement la voie Rac1/Akt dans les cellules adhérentes

La PI-Phosphatase SHIP est principalement régulée par modifications de sa localisation
cellulaire (Phee et al., 2000). Le recrutement de SHIP sur les sites de géneration des Pl 45)P3
est suffisant pour induire une diminution de 1’activité d’Akt (Carver et al., 2000). Dans nos
expériences avec les lignées DT40 sauvage et SHIP-déficiente (SHIP™), nous avons pu

observer que 1’absence de SHIP augmente le niveau basal de phosphorylation d’ Akt en T% et

S*7® (Figure 22B (page 89)), conformément aux données publiées (Liu et al., 1999).

Une des hypotheses envisagées pour expliquer la spécificité de 1’activation d’Akt par
Racl aux cellules non adhérentes, propose I’existence d’une inhibition de cette voie induite
par I’adhérence. Nos résultats indiquent que SHIP pourrait jouer un réle dans une telle voie
d’inhibition. On sait que dans les cellules adhérentes, les Intégrines sont engagees avec leur
ligand et forment des adhérences focales qui induisent la phosphorylation de nombreuses
protéines sur résidus Tyrosines. Parmi ces protéines, on peut citer p130“°, dont les Tyrosines
phosphorylées permettent le recrutement de SHIP2 (Prasad et al., 2001; Nojima et al., 1995)
et SHIP1 (Figure 36B (page 115)) via leur domaine SH2. Cet adaptateur entre les adhérences
focales et le cytosquelette d’actine, peut étre considéré comme une plateforme de signalisation
empéchant 1’activation d’ Akt par la Racl dans les cellules adhérentes. La perte de I’adhérence

a 6té mis en relation avec une déphosphorylation de p130<4°

et un relargage de SHIP (Nojima
et al., 1995). Dans notre effort pour évaluer cette hypothése, nous avons pu montrer que la
localisation membranaire de SHIP diminue dans les cellules non adhérentes (Figure 25B
(page 93) et Figure 36A (page 115)) et que cette diminution est corrélée avec une diminution

de la quantité de p130°

(phosphorylée et total) dans la fraction membranaire (Figure 36A
(page 115)). La poursuite de cette étude passe par la validation des résultats obtenus sur les

cellules DT40, par une extinction de SHIP, voire p130“° par siRNA dans le modéle A20.
3 - La mise en évidence d’un complexe protéique : Rac/Akt

Notre démarche de caractérisation des mecanismes moléculaires de la voie Racl/Akt
nous ont permis de mettre en évidence une interaction entre V12Racl et Akt sous forme
phosphorylée (T3% et S*”*) (Figure 26 (page 94)). Nos expériences de co-immunoprécipitation
nous a permis de montrer que ’interaction entre V12Racl et Akt est dépendante de la
présence d’une activité PI3K fonctionnelle, de la présence du domaine PH et des résidus T°%
et S*® d’Akt (Figure 32). Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette

interaction.

Le premier est que Racl peut interagir directement avec Akt soit en aval, soit en amont

de son activation. Cette hypothése a été évoquée précedemment (page 104). Pour Vérifier cette
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hypothese, il nous faudra déterminer avec précision les séquences d’Akt et Racl impliquées
dans cette interaction, générer des formes mutées sur ces séquences d’Akt et Racl et vérifier

I’impact de ces mutations sur I’interaction Rac1/Akt.

La seconde hypothése envisagée est que I’interaction Racl/Akt n’est pas directe et
qu’un intermédiaire interagir avec les 2 protéines. Dans notre voie de signalisation Racl est
en amont de la PI3K (Genot et al., 2000). Nous avons pu mettre en évidence une interaction
entre Akt et p85 Racl peut potentiellement interagir avec le domaine BH des sous-unités p85
de la PI3K (Chamberlain et al., 2004). Nous pensons que cette interaction peut étre la clé du
mécanisme d’activation d’Akt par Racl. Pour évaluer cette hypothése nous avons développé
une série de mutants des sous-unités p85a et p85p. Les résultats préliminaires obtenus grace a
ces outils montrent que Racl endogene peut interagir avec le domaine BHa (Figure 40 (page

119)). Ces expériences vont étre poursuivies avec les autres mutants de p85a et les mutants
p85p.
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Section Il : Etude de la signalisation de I’lL-15
| - Introduction

L’IL-15 est une cytokine appartenant a la famille de I’IL-2 (Burton et al., 1994 ;
Grabstein et al., 1994). Cette famille comprend I’IL-2, I’IL-4, I’'IL-7, I’IL-9, I’IL-15 et I’IL-
21, qui utilisent toutes dans leurs récepteurs la chaine y. (y common). Toutes ces cytokines
possédent chacune une chaine réceptrice a responsable de la spécificité de chaque cytokine
(Leonard et al., 1995). En plus de sa chaine spécifique IL-15Ra et de la chaine y., I’IL-15
partage avec I’IL-2 la chaine réceptrice IL-2Rp (Interleukin 2 Receptor B) (Giri et al., 1994). Ces
caractéristiques expliquent la grande redondance des effets de I’IL-2 et I’IL-15 (Burton et al.,
1994). Malgré cette redondance, il apparait de plus en plus clairement que ces cytokines
exercent des fonctions différentes in vivo. Ainsi, si I’IL-2 est le principal facteur prolifératif
des lymphocytes T activés, I’'IL-15 est impliquée dans des mécanismes de protection contre
I’apoptose dans de nombreux types cellulaires hématopoiétiques (cellules NK (Ranson et al.,
2003), lymphocytes T CD8 mémoires (Zuo et al., 2005)) ou non (cellules épithéliales (Yang
et al., 2002c), cellules endothéliales (Angiolillo et al., 1997)). Malgré la littérature
consequente concernant cette cytokine, les liens entre la signalisation de 1’IL-15 et les Rho
GTPases ne sont pas établis. Nous avons exploré la signalisation de I’'TL-2 et de I’'TL-15 dans
le modéle de lignée lymphocytaire T CD8, Kit 225. Nous avons déja montré que dans ce
modéle I’expression de V12Racl induit une augmentation de la phosphorylation d’Akt en
T3% et S*'3 (Figure 23A (page 90)). Nous avons donc cherché & savoir si une cytokine telle
que I’IL-15 est capable d’induire la voie Rac-Akt.

Il - Résultats
A - Les doses et les cinétiques de réponse de I'lL-2 et de I'IL-15 sont différentes

Les cellules de la lignée Kit 225 sont dépendantes de 1’IL-2 pour leur croissance en
culture (0,5 ng/mL). Afin d’étudier la signalisation des cytokines IL-2 et IL-15, nous avons,
dans un premier temps, effectué des tests de prolifération. Pour cela les cellules sont lavées et
déprivées en IL-2 pendant 48h, avant d’étre remises en culture pendant 72h avec diverses
concentrations d’IL-2 et d’IL-15. Cette approche nous a permis de vérifier qu’a la fois I’IL-2
et I’'IL-15 sont capables de stimuler la prolifération des cellules Kit 225, mais & des doses
différentes pour un effet comparable, de 1’ordre de 10 ng/mL pour I’IL-15 contre 1 ng/mL
pour I’IL-2 (Figure 41A).
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Figure 41 : IL-2 et IL-15 stimulent la croissance cellulaire et la phosphorylation d’Akt mais de facon
distincte. (A) Courbes de prolifération des cellules Kit 225 non stimulées, stimulées avec 1 ng/mL d’IL-2, ou
avec 10 ng/mL d’IL-15. Les cellules Kit 225 sont déprivées en IL-2 pendant 48h, puis remises en culture avec
les doses indiquées de cytokines. Au temps indiqués, les cellules sont homogénéisées et comptées apres
coloration au bleu trypan (expérience réalisée en triplicate). (B) Les cellules Kit 225 sont déprivées en IL-2
pendant 48h, puis mises en milieu sans sérum pendant 4h. Les cellules sont ensuite stimulées pendant 15 min
avec les doses de cytokines indiquées, puis lysées et migrées sur gel de polyacrylamide. La révélation est faites
avec les anticorps anti-Akt, anti-T°*® Akt et anti-S*”> Akt (les données présentées sont représentatives de 2
expériences indépendantes).

Nous avons ensuite cherché a déterminer si ces cytokines sont capables d’induire la
phosphorylation d’Akt. Pour cela, nous avons déprivé en IL-2 les cellules Kit 225 pendant
48h, puis en sérum pendant 4h. A 1I’issue de la déprivation nous avons stimulé les cellules
avec différentes doses d’IL-2 et d’IL-15 pendant 15 min. Aprés lyse, migration sur gel de
polyacrylamide et révélation en western blot avec des anticorps anti-Akt, anti-T°*® Akt et anti-
S*” Akt nous avons pu déterminer que 1’IL-2 induit la phosphorylation d’Akt pour une dose
de 0,5 ng/mL alors que I’'IL-15 induit une réponse d’amplitude similaire pour une dose de 10
ng/mL (Figure 41B). On remarque que dans la gamme de concentration étudiée, 1’activation
d’Akt par I’IL-2 est dose-dépendante, alors que la réponse induite par I’IL-15 est plutot de
type tout ou rien. La phosphorylation maximale est atteinte a 1 ng/ml pour I’'IL2, 10 ng/nl

pour I’IL15, nous avons donc choisi de travailler a ces concentrations pour compléter la

caractérisation des effets de ces deux cytokines sur Akt.

Pour approfondir cette étude, nous avons examiné la cinétique des phosphorylations
d’Akt ainsi que celles de STAT5 (Y®**) et STAT3 (Y'?) et ERK (T**/Y**) qui sont connues
pour étre activées par I’IL-2 et I’IL-15 (Johnston et al., 1995). En stimulant a différents temps
avec, soit IL-2 (Ing/mL), soit I’'IL-15 (10 ng/mL), des cellules Kit 225 préalablement
déprivées comme précédemment décrit, nous avons mis en évidence des cinétiques
d’activation tres différentes pour I’'IL-2 et I’IL-15, en fonction des molécules concernées
(Figure 42). Dans les 2 cas, la phosphorylation d’ERK (T***/Y**) et de STAT3 (Y'*) est
augmentée a 5 min et le reste jusqu’a 30 min avec un pic d’activation a 20 min. Pour STATS

(Y®*) ont observe un pic d’activation & 10 min puis une diminution pour I’IL-2 et une
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activation deés 5 min qui reste forte jusqu’a 30 min pour I’IL-15. En ce qui concerne Akt, les
phosphorylations en T°® et S*7* apparaissent dés 5 min et augmentent de maniére similaire
jusqu’a atteindre un pic a 20 min, avec I’IL-2. Avec I’IL-15, la cinétique est différente, le pic
d’activation survenant aprés 10 min de stimulation. Dans les 2 cas I’expression d’Akt n’est
pas modulée (Figure 42). Ces différentes cinétiques d’activation peuvent rendre compte des
différences observées entre I’[L-15 et I’IL-2 par exemple au niveau de 1’activation du facteur

de transcription NFAT (Eicher, 2003).
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Figure 42 : IL-2 et IL-15 ont des cinétiques d'activation d'Akt différentes. (A) Les cellules Kit225 sont
déprivées en IL-2 pendant 48h, puis mises en en milieu sans sérum pendant 4h. Les cellules sont ensuite
stimulées pendant les temps indiqués avec I’'IL-2 (1 ng/mL) ou I’IL-15 (10 ng/mL). A I’issue de la stimulation
les cellules sont lysées, et les extraits sont migrées sur gel de polyacrylamide et révélées en western blot avec les
anticorps indiqués (les données présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes). (B)
Quantifications des inductions de phosphorylation par rapport aux témoins.

B - L’IL-15 et I'lL-2 induisent I’activation de Racl, avec des cinétiques différentes

Pour évaluer le role de Rac dans la signalisation de I’'IL-15 et de I'IL-2 nous avons
réalisé des expériences de précipitation sélective avec la sonde GST-CRIBpak). Les cellules
sont déprivées et stimulées comme décrit dans le paragraphe précédent. Les 2 cytokines, 1L-2
et IL-15 sont capables d’induire 1’activation de Racl, mais avec des cinétiques totalement
différentes. Avec I’IL-2, on observe activation de Rac dés 5 min qui augmente jusqu’a 30
min, alors qu’avec I’IL-15 on observe un pic d’activation a 10 puis une diminution jusqu’a 30
min. La cinétique d’activation de Racl est identique a celle d’Akt, laissant supposer un lien

entre les 2. Nous avons montré que dans ce mod¢le une surexpression de V12Racl induit une
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augmentation de la phosphorylation d’Akt en T*® et S*”° (Figure 234 (page 90)). Pour définir
la place de Racl dans I’activation d’Akt nous avons réalis¢ une stimulation des cellules Kit
225, dans les conditions optimales pour chaque cytokines, IL-2 (1 ng/mL ; 20 min) ou I’'IL-15
(10 ng/mL ; 10 min) en présence ou absence de 10 uM de I’inhibiteur de la PI3K, LY294002.
Cette expérience met en évidence que I’activation de Racl par I'IL-2 et I'IL-15 est
indépendante de ’activité de la PI3K. De plus, ’utilisation d’un inhibiteur de Racl (50 uM)
ne modifie pas cette activation. Cet inhibiteur étant spécifique des GEFs Tiam et Trio (Gao et
al., 2004), on peut en déduire que ces GEFs ne sont pas impliquées dans 1’activation de Rac
en réponse a I'[L-2 et I'IL-15. Ces résultats montrent que 1’activation d’Akt et de Racl
suivent une cinétique comparable et que si une relation entre ces 2 événements existe, elle est
compatible avec Rac positionné en amont de la PI3K. Pour vérifier, I’hypothése de la voie
Rac/Akt, nous avons tenté d’exprimer une forme dominante négative de Racl, N17Racl.
Cependant, cette approche n’a pas abouti, car I’expression méme transitoire de N17Racl dans
les cellules Kit 225, induit une 1étalité de plus de 90%. Il est possible que 1’inhibition de Racl
produise une inhibition d’Akt trop importante pour permettre la survie cellulaire. Une autre
approche pour tester cette hypotheése passera par I’extinction de Racl par des siRNA, pour

vérifier le role de Racl dans la survie cellulaire et dans la régulation d’ Akt.
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Figure 43 : Rac est activée par I'IL-15 d’une maniére indépendante de I’activité de la PI3K. (A) Les
cellules Kit 225 sont déprivées en IL-2 pendant 48h, puis mises en en milieu sans sérum pendant 4h. Les cellules
sont ensuite stimulées pendant les temps indiqués avec 1’IL-2 (1 ng/mL) ou I’'IL-15 (10 ng/mL). (B) Les cellules
Kit 225 déprivées sont stimulées avec I’IL-2 (1 ng/mL, 10 min) ou I’'IL-15 (10 ng/mL, 20 min) avec ou sans 10
UM de LY294002 ou 50 pM d’inhibiteur de Rac (C). A I’issue de la stimulation les cellules sont lysées, et les
extraits cellulaires sont migrés sur gel de polyacrylamide. Les protéines sont révélées en western blot avec les
anticorps indiqués (les données présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes).
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i1l - Discussion

L’IL-2 et L’IL-15 sont des cytokines trés importantes dans 1’homéostasie des
lymphocytes T. 1l est de plus en plus clair que malgré ’utilisation de 2 chaines réceptrices
communes (IL-2Rp et yC) ces cytokines jouent des roles différents. L’IL-15 intervenant dans
régulation de la survie cellulaire. Nos travaux ont permis de mettre en évidence, in vitro, que
I’IL-2 et I’IL-15 induisent 1’activation d’ERK, de STAT3, de STATS5 et d’Akt de maniére
différente, montrant que ces 2 cytokines peuvent stimulées des voies de signalisation
identiques, mais avec des cinétiques différentes.

Il 'y a peu de données bibliographiques concernant les GTPases et I'IL-2/IL-15.
Cependant, il a été montré qu’une stimulation des cellules Kit 225 pendant 16h induisant
I’expression des génes codant pour Racl et Rac2 (Mzali et al., 2005), laissant supposer un
role des GTPase dans la signalisation de 1’IL-2. Nous avons pu mettre en évidence une
activation de Racl en réponse aux 2 cytokines, mais avec des cinétiques différentes. Plus
intéressant, nous avons observé que les cinétiques d’activation d’Akt et Racl par I’'IL-15 sont
comparables et que l’activation de Racl est indépendante de I’activité de la PI3K. Ces
résultats représentent un faisceau d’arguments compatible avec 1’activation d’Akt par Racl,
mais cette hypothese ne sera validée qu’une fois montré une relation entre I’extinction de

Racl et I’activation d’ Akt.
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Chapitre 2

Rho GTPases et cytosquelette, implication dans une
pathologie : la leucémie a Tricholeucocytes






Section | : La leucémie a Tricholeucocytes

| - Physiopathologie de la leucémie a Tricholeucocytes
A - Généralités

La leucémie & tricholeucocytes est un syndrome lymphoprolifératif B chronique rare
qui représente environ 2 a 3% de I’ensemble des leucémies (Bernstein et al., 1990; Troussard
et al., 1998). Elle se distingue de nombreuses pathologies malignes hématopoiétiques par 2
aspects majeurs. Primo, les cellules pathognomoniques, les tricholeucocytes, présentent des
caractéristiques morphologiques et phénotypiques atypiques. Secundo, la maladie est sensible
a des thérapies non-conventionnelles telles que 1’interféron-o et les analogues de nucléosides.

Intuitivement on peut penser que ces 2 aspects soient liés, hors actuellement il n’existe pas de

modele rendant compte de cette dualité.

L’¢étude présentée dans ce chapitre apporte un début de réponse a cette interrogation en
mettant en relation les particularités morphologiques des tricholeucocytes, les GTPases de la
famille Rho, la protéine p53, ainsi que les effets du traitement a 1I’interféron-o sur cette

morphologie.
B - Aspect clinique de la pathologie

La leucémie a Tricholeucocytes touche une population essentiellement masculine (75 a
80%) de 50-60 ans. Les signes cliniques principaux sont une splénomégalie (90% des cas),
une anémie, diverses cytopénies: monocytopénie (100%), thrombocytopénie (90%),
neutropénie (80%) et la présence de tricholeucocytes dans le sang et/ou la moelle osseuse
(Allsup & Cawley, 2004). Les symptdmes observés sont en grande partie dus a un
envahissement de la rate et de la moelle osseuse par les cellules pathognomoniques. Mais
contrairement aux autres pathologies malignes affectant la lignée lymphocytaire B, les

tricholeucocytes n’envahissent pas les ganglions (Mercieca et al., 1992).

C - Biologie de la cellule pathognomonique : le Tricholeucocyte

1 - Les Tricholeucocytes présentent une morphologie atypique

La leucémie a tricholeucocytes a été décrite pour la premiere fois en 1958 par
Bouroncle et al. comme une réticulo-endothéliose leucémique (Bouroncle et al., 1958). Le
terme de «hairy cell leukemia», apparu en 1966 (Schrek & Donnelly, 1966), fait référence a la
morphologique atypique des tricholeucocytes qui présentent a leur surface de nombreuses
projections cytoplasmiques, qui leurs donnent un aspect « chevelu ». Ainsi contrairement aux

cellules B normales et a d’autres leucémies lymphocytaires chroniques, le cytosquelette
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cortical des tricholeucocytes est tres actif et la majorité de I’actine cellulaire est sous forme
fibrillaire au niveau cortical (Caligaris-Cappio et al., 1986). De plus, nos observations
montrent que les tricholeucocytes, primaires ou issus de lignée, possedent une tres grande

motilité et un réarrangement du cytosquelette tres rapide.
2 - Le phénotype des Tricholeucocytes

Les tricholeucocytes sont des cellules B matures anormales présentant un phénotype de
cellule B activée a un stade de maturation pré-plasmocytaire (Burthem et al., 1997)(Lodolce
et al., 1998). En effet outre leur morphologie atypique, les tricholeucocytes expriment a leurs
surface des marqueurs de cellules B matures tels que le CD19, CD20 (Genot et al., 1991),
CD22, CD40 (Burthem et al., 1997), ainsi que la Slg (Surface light-chain-restricted Immunoglobulin)
associée a un ou plusieurs isotypes de chaine lourde (Burns et al., 1978; Forconi et al., 2001).
Malgré leur état de maturation avance, les tricholeucocytes, sont incapables de se différencier
en plasmocytes (Pettitt et al., 1999). Les marqueurs spécifiques de la leucémie a
tricholeucocytes sont le CD103, le CD25 (IL-2Ra), le CD11¢ (chaine ax de I’intégrine axfz)
(Cornfield et al., 2001) et mis en évidence plus récemment de 1’annexine Al (Falini et al.,
2004).

Outre ces marqueurs spécifiques les tricholeucocytes expriment aussi diverses
molécules d’adhérence (intégrines, CD44), des cytokines et divers oncogénes. L’ensemble des
molécules exprimées par les tricholeucocytes permet d’expliquer bon nombre de leurs

propriétés au sein des tissus.

3 - Les anomalies chromosomiques et mutations génétiques impliqués dans la
HCL

Un grand nombre d’anomalies chromosomiques ont été décrites a partir de malades
souffrant de leucémies a tricholeucocytes, mais aucune d’elle n’est vraiment spécifique de la
pathologie. En effet, il s’agit d’anomalies communes a de nombreuses pathologie leucémiques
B (Sambani et al., 2001). On peut toutefois remarquer que les anomalies impliquant le
chromosome 5 (numériques (trisomies), ou structurales) sont présentes dans 30 a 40% des cas

étudiés, alors qu’elles sont rares dans les autres leucémies B (Wu et al., 1999).

Malgré ce grand nombre d’anomalies chromosomiques décrites dans le cadre de la
leucémie a tricholeucocytes, peu d’anomalies génétiques sont connues. Les plus importantes
sont des mutations du suppresseur de tumeur p53 dans 1/3 des cas (Konig et al., 2000) et de
BCL6 dans 25% des cas (Capello et al., 2000). Les roles de ces mutations dans la pathologie

ou son maintien ne sont, a ce jour, pas éclaircis. Ainsi, bien que de nombreuses anomalies
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cytogénétiques aient été décrites, 1’événement oncogénique sous-jacent a la pathologie n’a pas

encore été clairement identifié.

Il - Les traitements de la Leucémie a Tricholeucocytes
A - La splénectomie

A D’origine, le traitement de la leucémie a tricholeucocytes était la splénectomie. Cette
approche permettait une amélioration, voire une normalisation de la formule sanguine chez 40
a 75% des patients, et un taux de survie a 5 ans de 60 a 70% (Jansen & Hermans, 1981; Van
Norman et al., 1986). Cependant, les réponses a ce traitement sont variables, les cytopénies
résultant de 1’envahissement de la moelle osseuse par les tricholeucocytes. De plus le taux de

rechute est trés important.
B - L’interféron-a. (IFN-a)

C’est au milieu des années 80 que I’IFN-a. (Intron A®) a été introduit dans le traitement
des patients atteints de la leucémie a tricholeucocytes, (Quesada et al., 1984) permettant une
réponse partielle au traitement chez 70% des malades (Grever et al., 1995) et un taux de

survie a 5 ans de prés de 90% (Berman et al., 1990).

Les mécanismes par lesquels I’IFN-a entraine la rémission de la maladie ne sont
toujours pas élucidés. Cependant, il est admis que I’effet observé résulte majoritairement d’un
effet direct de I’IFN-au sur les tricholeucocytes (Vedantham et al., 1992), qui expriment le
récepteur de I’'ITFN-a (Platanias et al., 1992). Sur cette base plusieurs études in vitro ont fait
émerger différents modeles de régulation de la leucémie a tricholeucocytes par I'IFN-a tels
qu’un effet antiprolifératif direct de I’'TFN-a sur les tricholeucocytes (Paganelli et al., 1986),
une modulation des marqueurs phénotypiques des tricholeucocytes (Gamliel et al., 1990), une
différenciation cellulaire (Michalevicz & Revel, 1987), ou un blocage de boucles de
régulation autocrines (Heslop et al., 1991). Plus recemment, le groupe de Cawley a mis en
évidence in vitro que 1’élimination des tricholeucocytes induite par I’IFN-a mettait en jeu un
mécanisme de sécrétion autocrine de TNF-a et une sensibilisation des cellules a 1’effet pro-
apoptotique de celui-ci via une inhibition de I’expression d’inhibiteurs de 1’apoptose (Baker et
al., 2002).

Actuellement, du fait de la durée du traitement, des effets secondaires (syndrome
grippal) et de la partialité des résultats I’'IFN-o n’est plus le traitement préférentiel de la

leucémie a tricholeucocytes. Mais il reste utilisé dans de nombreux cas, et semble trés efficace
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en association avec les traitements de nouvelle génération que sont les analogues de purines
(Habermann et al., 1992).

C - Les analogues de purines

Depuis le début de années 90, 2 analogues de purines sont utilisés dans le traitement de
la leucémie a tricholeucocytes : la 2’-déoxycoformycine (dCF, Pentostatin, Nipent®), la 2-
chlorodéoxyadénosine (2-CdA, Cladribine, Leustatin®). Les analogues de purines entrainent
une rémission compléte chez 85 a 90% des malades traités et un taux de survie a 5 ans de 85-
90% (Dearden et al., 1999; Saven et al., 1998).

Les mécanismes d’action de ces molécules ne sont pas totalement éclaircis, mais on sait
qu’elles perturbent le métabolisme des purines induisant 1’accumulation de produits non
métabolisables qui entrainent la mort cellulaire. On sait aussi que les cellules lymphoides y
sont particulierement sensibles (Riscoe et al., 1989). Ces molécules sont des agents
immunosuppresseurs (Beutler, 1992; Cassileth et al., 1991) qui entrainent des lymphopénies
B et T pendant 6 a 18 mois aprés le traitement, ouvrant la voie a des pathologies
opportunistes.

D - Immunothérapies

Malgré les bons résultats de I’'IFN-a et surtout des analogues de purines, certains
patients restent réfractaires aux traitements. C’est dans ce cadre que des immunothérapies ont
été développees. Ces thérapies utilisent des anticorps monoclonaux plus ou moins modifiés

pour cibler les tricholeucocytes.
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Trimoripenesis amd Neohlastic Progression

RhoGTPases and p53 Are Involved in the
Morphological Appearance and Interferon-a

Response of Hairy Cells

Banjamin Chaigne-Dalalanda,® Lynda Dauve, ®
Edith Aeuwzeau,” Carclng Basoni,” David Lalarge,”
Chrisling Varen,” Florance Talin,™ Guenric Anlas. "
Fichard Garand,” lj$bvand Kramer,” and

Elisabath Génot®
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Dhsinwwsily Vi ror Segleal Broraki o, Foradivios aamal D
Furcisven Il ifede qff Ot aad Biokgy, Duoavenfy of
Barglnany |, Talaies aaul par el pafee of Blsmaradiogss,” fisnme
e Mickegie, Cenlre Flogsadier D ivernibale Noms, Frasios
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the aliscass is ils cxguisie somdlivity W inerfonm
b, % far, nome of the known o regulasory
properees have explained 1FNa responsiveness i
Tave tlwey taken oo accomant the o plsshogical char-
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tsskeleml orpanizstion of hairy cells aned causes re-
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g mechansma of sction of IFN-o i the desaacs
whin mw) Vi el acconnl W plusoty i ol o of
vy canlbs, Thesr clalion Sl hal IFR-a may Bageet o
apaaGis chilioct ) hoery Golls @ sopdsies Dt e Dancion
anc reguuilstion of infracellular signaling rmolecules mus
b mrploted in these cells

Thea Enmanee paograss in tha encasianding of oy
Iewckidbiftal oozt aocomnplesboso mo b el clioasoke
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actriate doenebioan largets, so called eflechos.” Gua-
rimpe oo heange laciors (GEFS) cababreo Qe cxchanos ol
GIOF o GTT and henca actbata the GTPazes whareas
GTPase-aativaling protens (GAPe) enhancde (he intinsc
CiT P actvity, peburming e G TPases andar iher basal
AN bournd slale” Allemastnaely, specilic allevatss ol
thi GTPases swch as point mutations on kiy residueg of
soalent modiications by bactoral 1odng, provenl nishks-
ol amichamepay o C3TF Bycleobeses amd tharoky ook b
Gl Prarses 1 oner comlommabon or the olber, Dompant-rie-
alive musants act by sedquestining GEMs. making thim
uisavalalihe 10 erlogeais GTRPaes whin a stimules &
prowec kil

The aclin cytoskeleton is composed of polymernized
actin monomars (filamentous actine F-acting that can b
rstrmgpEd inlo dlescede ooniguaiemes. Mo shedioes
hiveny basim pesfommeed masdhonemd oells, sdich anckago
striking morphrological changes and actin rmockling on
FhoGTPase activation.® Thus, Fhod regulates b forma-
T ool sslraes Bilsers, Fasod sogpobaess e Toemation of ke
malipedia, & fing protiusive mashaodk of actin filament at
thir keacling ecige ol migrating colls. whenias Cdod2 reg-
ulates Shea bommmaticn of opedsa, fnger- e probnsons,
e el s ol pokanity 5 Bl ek rimearbond thae ek ol
FhoGTRases in hamatopaistic cells™ Theea is a great
chaal of interas in thase proleing Becauss in addition te
thew eflects o the cytoskelaton, ey control gene Wan-
scriphion and call-cycle progression ™* RhoA, Cded2,
and Fac | conimal the actiaty of thea samm responss ala-
mant ™ wheraas akwvated levals of mononsarnc actin de-
Clogtas Samim respons factor activities." ' Call aurvival
i abeo rogulatad by FholTPases. In this respect, Rac
has recently recahed musch anemion whan it was shown
thal comslilulively aclve Ract could protect lrom celd
choaily anwchuicd Iy wanious apopioss mchesos, =

The tumaoe suppressor pS3 is funciionally connectad o
tha FhoGTPaze patbiways. "™ Moteowsr, p53 has recently
ke alhror b b A reguilabon of celll i plheologey when it
v s Thal gl hibeebdieds axdulal Gonesdlifnee
Celed2-dopanclan mambirans cynplasmic atensions
aned thisl actopie owsigression of pS3 could amagonies
e Bommation, "™ IFM- e Do recently boen shoen be sag
prries copsgg e mchscesd Iranedormalaan [nouglh 5a T
proMmpnG 55 10 axaming e ok of pS3 in hary cel
ey

Thar conplngp ol axpdosduskital oegamiziion 1o ol oyche
riplistion sugkneEas tal oyboskakdal micgnty g cidoenm
miar in The propar comiol of call-cycle progression and
survival '"® Fecassa hary calls prosend dedects in b
il ool Bl ol gk o el s alleristiores n thos
eyicsholoton, we hypothesized that BholGTPases many
play @ robe in the phanctypie aspect of hairy celle and
couibd bea inecboad in tha responsa 10 1AM Wa hava
cocpabieisd Fue sciealy ol Hhols | Faass m oy oolks d
axamingel tha eliect of IFN.« on this parametos, Becawse
ol the Bmiked availability of rech hairy colls and bo thai
poei gecredh i wifre, swch sbucdies canned b postonmed
wilh primary hesiry cells bt c:an bea achieved with suitahls
call lnas, In this shedy, 1wo haiy coll lines daived from
patiarns with HOL responsive b IFN-a were used, HULL-
TR anedd Eakol ™ T coqpeetionands, woe por cnmeec an

proeary calks leom o palsnd e conlimn our obsava
tores. Crur pesaults clirnoresalo ol Hlwels ] Foses contnks
s 8 thek evicskialaial delacas, ln sddiion, PN« taegels
pocd ancl FhedaTPases o nduce collular reaponsos thal
conkd b ol prone sngeofance in e herapeutasal Lo
I ol PR HCL

Materials and Methods

Cellz and Culivre Conditions

Tha HCL call lines HCLL-TATE was obiained from D,
Cheigtal Llimenbodgaan (Unkersiny of Calforrea a1 Los An-
e, Los Angpebins, CoA) andd Exdood liom Oy, Ballom Taylos
{Inechiama Unineeraly, Bloorergion, INL Thew charachonea-
tian hag baan raportad in the conte of sthar sudies, =+
Frash haky colls were collacted afier weitan informed
cormanl wak green, nacconbance el T mles and
liomieles ol Alwe peevetincd Hidianka peotocol and ool s
teodated g proviously deaciibed ®"47 All colls wesa main.
tainad in AP 1680 supplementad with gheamine, anii-
b (e BAL, Ciaancl Islaned, MY and 10% lalal cal
somm (Globopharn, Burney, LE]

Flasmids and Cell Transfechion

pE3 ard vatous GTFase mutams wele apressod a6
GFF lusson prodons; encocdod By oukanyols axpries:
anw weclons provelecd by Dea P Hous (CRERACNRS
LIPFR108G, Manpallior, France) (BEGFP-pS3 and pEGFP-
pEIHTTSRY ard F. Fon (CREMOGHRS UPR 1088, Kont-
pitlen, Framco) (pEGERGTFass mutanis). A0 plasmds
wida purified by squilibium cantril-ugation in (CsC)
ethicdiurn brornide gradiens wsng standard proecedures,
Coinllis iy Wrarsiectocd by cloctiaponation {Rio-Fad Lty
e, Hismcokis;, ﬂl"l.] Hedl, 10 mullon codb0S md
vt pulted in comphde mediom @ 960 uF and 310 Y
wilh 30 g of plasmid aned cullured Tor 24 hous 10 alkew
Pl aprisEaon. Fon Closdlriclien bofelinrn U3 csoon
sy imdnecicadtion, hairg colls weee ireated with B0 poiml
Ta-C3 bor 18 hours, ™ Plasmicts ancoding G5 T-Hho-bind.
ing chormain (RELY-hotekin and G5T-Cdca2Hac-imarag-
ey locdngg chormenn (LHIHPFAR haree boon alisanlod
olsawhars *

Reagents and Antibodies
Hirman recombinant IFH-ah (Inrond, Schsaring Plough)

vaes ienredil i m plaespiugtie bodlenacd saalne ard wsod
wt @ fimied concenirstion ol 1000 Llmd for HCLL-FETE and
GO0 Ulimi for Cekol =" Mowicd 4-03 was from Calbic-
cham. Flopossda was from Amancan Pharmacsatical
Fimbien Inos, (LESA) el wesid &l & conconiainon of A0
prmoll, unless olherwize ndicaled, Glupthicone-Sopha-
reas biacks. and various chamicals were from Sigma (33,
Louis, K. Tat G wae kindly sagypliod by D .0 Bodo
gific (L8 1 THSERM, Chatanay-Malabry, Franca). Rhorda.
mins-kabaded phallsidin and fluoresosin igolhiooyansie.
lasbescrbincd antbrodies ware plachased nom
Mobstular Profens, Fugena, OR. Anti Bhod and anti pid
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wane puichased hiom Santa Crez Baotlechnokagy (Santa
Crue, TA), anti-Rac 1 from Upstate Biolechrology (Lake
Flacicl, MY, ante COS0 o Seroles, anh-Coe4? and ain-
ti- phospiho-p& aniibodies from Transducion Laborato-
riis (Lasmmgion, BY) Porossckss el anbiboslis and
Chrralb arrin S v d Poacpents wita fom Amdarsham Iner-
natinal (Aarereham Fhamacss Brdech, Bcknghan-
ghirg, LIK),

Ienrnunasliuorescence Microsoooy
Bucies wore perlomed on suspondod ools thal wore

fecerdd wilh 3% paratcemalbdehyde prepared in cyfoskalolal
Eullar (10 rrenolL mcaplsdess othancslome: acel, 1540
mimedl. HaCL 5 mmoll. CGTA. & mmall MoCE, and 5
muneliL glucosa, pH G T lor 10 minpges 68 roaem fempser-
alung, secdmented on pobel-lysine-coated glass Cowgr-
slips, and processed fof Fmmcluorescencs &8 previ-
ously descibsd ™ The covarslips ware mounted on
micreacops slices with Mowsicl 4-58 maeniing medium.
Theer hairy phanotype wis consicnd suppressad only
whan F-actin-siained cells displayad no residual proing-
gian, Analyze of Cyicekabital alleralions was assessed in
thraa indepandem axpesimanis in which a1 ke 100 cells
wara coundid  Conlacal images wera obtaned by
maans of & conlocal laser microsoope syaiem Nkon
Eclipeab o0 (Ameardam, Tha hathailande), aquipped
with & 80 ohjpoirn arnd dhivean by ES2000 soltwaea
Each image was acquired asguamially uslng the appee-
pritie file sty and peocdeessd b poblicalion osing
Ackobsa (San Jose, CA) Phowshop CF Sohwaia,

Saparation of Membrane and Cytosol Fraclons
Thea peculias hairy cell mambranes have lad us 1o adapt

a cornsmionssl Irsciorsalen pooloce] e oplomes ihe
preparation of membeana fractions, Calle ware iraatad
willy FB-or b 18 Dourss o kel unlesslisd, ssedwed, cd
resumpandad in bypoicnic bufler comaining 10 mmelL
T HEL pH 74, 15 raredil. Mg, B rursalil. BEL sags
plemmented with 1 mmolL. dithicthredol, 0.2 mmoll. or-
thevanacale, 1 mmclL A-(2-aminee ) Boneenesullomd
Myoricks. 1 woiml aprotnin, and 1 po'ml keupeptin, The
Rutpenaon was homogenized wilh 30 stiokes WA
Dournce homegeniee and gently contifuged 10 e
unokon colls and mickel. The remaning supaimatant
wik carmifucsd a1 14,000 » g for 30 minules & 4°C, and
the supsernatan was collected as fhe cytosad fraction
whireas pelles were resusparched in hypotoric bulter
aned colbected as the rwambrane fracton. Prolen cofncan-
brations wi s reasured and equal quantities wens kaded
on gpeds aned analyzod by Westom blol using ebanclaed
protocole. The amount of proteing citectad by Westsm
bt weas: chaborrmmond by scanming fhi adoraconeanm
fellowed by peccassing of the data with tha NIH image
sodbaan.

Rhe, Rac, and Coed?2 Activity Azsays

Tha Rhad, Rac1, and Cded2 activity adsays ang based on
thie Fapd activity assaya™ and waere perommed azcen.
iy s edimsnabed mpolslshacd protoooks 2427

Effact of Etoposide on Hairy Coll Viabily
Lol vaanbnibity v chisenmineecl weangg ey pan o neckesson
asaay., A iolal of 35 = 10" calk were seadad in 48wl
plases and axposaed e sloposichs al tha concenyalion
spaszilion] o warhiche ooncoemraisn akiese Adler 18 bowrs,
aadt b e slomnieo walh by blee, e theesas cmchscngg
of including the dye wire scored as alive of dead colls,
regpactivily. Cach point was peromed in iphcite and

100 el wevmn sazomescdl Tor oueth condilion

Stalistics
Ihin aarar cogpuraezansd] s the rmasm = S0 o al bsied theose

incha padichant gl ate axpafments. Sonilicance wars oo
Parrmined using he Stuckent's [ast,

Results

J'.'.‘l}I'.I'F.I"l.I'-n

Tor aploga the overall cyloskedatal organization of hasry
calln and the ability of IFN-« 10 ahar this phanatypa,
pobymarized actin was stained with thodamine- labedad
plallidin and obsersed by condocal mcioscopy. Cella
Iecrn HLALL-FRSE sl Behaol el lmaes s B s
aurtace leamres as thosa isolatad froem malignant B cells
feorn pakanes with HCL (primany coells, PR) (Fioure 1),
Mol cidlured hairy colls displayed an wegular profia,
walbyan msisd pdheenolype iracko of Dot codencioo pobmee
ized metin filamanta secanized in long profusions and
broackes lamalipodum-es sireciures mads up o a
chimnsay sl compsecl marzs of Fasctm, Bomie colls oxlaely
it b s corvisd eracosgukos iracke oge ol kg B
dlles ol F-actin on s entire surfacs of the cal [ Figure 14),
Onhes colle detplaged shonaes, lingeslbe prosusions
Imgghily rormmeEacent ol Mopooke (cita mol showa). In s
e (=200 ol the colksh, cullured iy colks oes
played waremds polasization of thelr suflace projections
{ Figparse 1), Thesse sRrucisnes connasponc Bo thee cyloplas.
i preogecirees and Dosed- berusd il doesmnlsad |'.|ru
vicusly by means of scanning slection microscopy. !
Thiz apparent heterocgensity i el 1o redlec cnoskel:
alad chmamics ™ Treaimant of haiy calls with FHa
samil s ol s ool A oomgdole desggese
ance o these cytoplasmes hair-Bog projections was ob-
gapdad in ~800% of HOLL- TB7G or Eskol calls after 4

of Aresatmcenl, B0 acoondards with prosdoies findings
Horesar, bhmting ol siwlace projections was alreacdy
avidant i =40, of HCLL-TA7E o Eshol colls afier 18
becarss o lweatrmeand of in pamany hairy calls from a patin
{ Figgarar 163}, whion ot magor affocts of IFH- o aanee aleescly
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ksitos forcod COcd2 relocalzation. Howover, mast of

oytosl ofter IFN-« Yoatment (Figro 28). Finolly, RhoA
Was manly Cyiosoiic N uNYeaed hairy Colis. IFN-a Yeéal-
mard residted in a clear relocalization of Rhod at the
cortical actin ing, beneath the plasma memtvanes in both
cell Ines (Figure 3C). Similar subcelular localzation of
Cdea2, Rac, and Bhol were seen n koch primary hary
cells (PR) (Figure 3, A-C)

Anadyais of FRoGTPase Localzaton Using Coll
Fractionavon Expemmenss

Mambeane.bound GTPases were also detected by cell
Sactonation experiments combined with Western blot
ENalySE. Membrane and CyIsOIC Fastions were pro-
pared with callk hat had haan aithar lof untraated or
vooled with IFN-a end the amount of each FhoGTPeso
prasant in both kactions was determined by Western biot
wing cpecific sntdodiec. When cellc wie expoced to
IFN-a, signficant changes were observed in GTPase
distribution. Cded? and Ract were found deplated fram
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hours) Cels were then hysed, sad saive GTTaiee were WSinsy eared

1§

Saction of e ool Dnate harvested Delfore precpaation Wil P 10 BOnRE
OTTaee contert 1 ovch mamgie A TN donesrepudaned C42 and Macd
stves ind upceguinied fat of Fhod m both call Ines 1 i pemary cella
For esch OTTase. quarafiaton was made The percertuge of the OTPuse
MuOﬂMln 0 D peetence of TN wi dvaded by B ooe
aladvied n e sbeence of INNG A grigh howng Sreee rvtios & shown i
B IMNa doantepdatad OS2 and Facl scmvtins and up-tepivied tha of

plasma membeanes whareas, n paralisl, Rhol became
more associated with these fractons (Fgue <)

Darect Analysis of RhoG TPase Actraty by Selectve
Precipason of GTP-Gowid GTPases

1o measure alerations in e rabo of GIP-Dond vel-
sut GDOP-baund GTPases, hairy colk were troated at
belore, coll lysates were made and subjcied o Tw
pulldown axpecment = GST fusion prateing containing
GTPase bnding domans of effectors, CRIB of PAK for
Rac and Coc4z®™ and ihotekin 1 FNOA,™ were coupied
to agnecsa haads 1o salactivaly peacipitate GTP.baund
GTPases fom haiy cells. Wostorn biot analysis of offinity-
puriied proteins revealed that proionged |FN-a exposure
nduced & decreacs in the GTP.Cdo 42 content for both
cell Ines as well as for primary cels (Figse SA). Smilarly,
undar the same condtions, the amount of Ract.GTP
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FNa 0 180
PR P-p53

~
Mthmmwllh nbagy odis HOLL MM, Bdod,
whﬂ amwmmumuuawmm

s

o tene e odl dymten were peepated o of
mn pa hee) were bosded cn gd and separvied by SDEFAGE
A5 wd ware sraceeed by Westam blot
rdenat w (howe 1t Coe Pepeeratytive expaiment, mn

Bikcol. and PR blcte were exposed for 10 mnutes for weondognphy. B

wmulm)llhmw”."m
sewred 18 hourt e

mu-mm‘amaumm
nudevted ok 1R & conustertly pdaced o tne dependert Btesse 1
»smmnmnmmumnumm

procipitotod wos olso reduced Rhod, agein, dsplayed o
GISINCT patem, with 8 (s n e FNCA-GTF coment in
resporse 0 IFN. reatment Highly similar recults weea
obtaned with prinary haiy cells veated n vivo with IFN-a
(PR celis). The IFN.a-induced changes in the GTPase-
GTProtal GTPsco ratics were caleulsted S sach
GTPase (Figue 5B).

IEN- « Affocts pS3 Status in Hairy Colls

Taken togother, e results presented above s

10 us hat the |[FN.« effect was mediated at the level of
Cde42, aMecting Cdo42 activity and membeans localizo
O, The IUMKr SUPRMesSar ps3 s Iuncionally connecied
10 tha RhaGTPase nedwark and pS3 B now kndmn o
counteract Cded2-indused filopodia formation ™ Inter-
estingly. hary celis are often affected in ther pS3 sta-
e, In Eckol and HCLL- 7878 ceoll Inec, pS3 expres-
sion was barely detectable when compared o a Burkitt
B.cell Ine (Figure 84) (hairy cell blots were axpesad to

aularadiograptly far much knosr periods and Qave
faintor bands ). Booonso IFN-o hos boon shown to nduco
& AXPresSIon and acIvation of pS3 in lumor cails,’” we
hypothasized that induction/actvation of pS3 cauld be
rwolved in the disappearance of hary Cel probusians.
The low expression of pS3 in the two cell ines was not
ncroaced by IFN &, but a marked stmulation was de
WCIed On reament with e rodUst PSI-NJUCE! S10po-
side (Figre BA) Thus, pS3 meprassion & effickntly sia.
bilized by ectoposide but andy weakly by IFN-a. However,
p53 phospharyiation at S15 ncreased n a tme-gepen-
dont marnet in 1esponso 1o IFN-« in hary coll Inos. In
ey experiments, a pd3-deficient and IFNasersiive
tumor cell lina, not derived from MCL but ¥om a Burkitt
hmphoma, BL41 colls, wire usod 06 a contrel o oxaming
e specificity of the responss. pS3 phosphorylation was
not incressad in BLAY celk (Figuwre 84) Primary holty
cells also responded 10 IFN-a by InGeasing S$15 phos-
phoryiation (Fgure 6A), and P53 Drotlen XM ession was
beolow the throchold of detection by Western blot When
up<oguiaied on sloposio eatnent, p&3 eccumuiated
undar a form phospharylated at S8 in HCLL.TRTE, Egknl,
ond BL41 cells. To determine whether p53 could be
voNed N e CYIosKewial résporse, Colls were Yans-
foctod with a pS3-GFP fusion protein. Ectopic expression
of p&3 (GFP-pS3, Figure 7A) led 1o o complete cksop-
pearance of the cytoplasmic pratrusions in all ransfected
colis. When analyzed by Westorn blel, the eciopic p&d
protein was found phosphorylated at S15 (Figure 7B). To
confiom the oMects of IFN.x Yeatment on pS3, o GFP.
tagged version of a naturally occurring dominant-nega-
tve 053 mutant (DS3R175H™ was transtected in haity
colis and the morphological changes induced on IFN-«
mu nvestigated. The cell membrane-smocthing effect

of IFNua was greatly reduced in cells exprescing the
dominant-nogotive pS3 mutant (Figure 7C). Thase results
nacale mat ps3 s InMegrated n e overal IFN-« re-
sponse leading to the disappeaance of actin cphes.
Foaly, activation of p53 by etoposide ablated ceoll pro-
Yusions and killed hary cells in a dose.dapendant man.
et within 18 houre of Yeatment (Figure 7D).

D .

Hory cellc dicplay an rrogular profie, with rumercus
mMeMmUeans exisnsions such as Tin MICIOSpkes mace up
of long bundles of Factin and broader lamelipodiatice
struchuros. Cded2 has boen shown 10 contral the forma-
tion of ficpodia as well as other types of protrusions >
The various kinds of actin configuration cbssernved in hary
il we smiks © hose cblened when vctive foms of
Cded? and Ract e ovetaxprassad

RhoGTPase Activities Contribute to Hairy Cell
Morphology
Expermants performed to inhibit Cded2 activity uting

vansent tansiection protocols reveaind that consthuave
signaling fwough Cded?, o a closaly related GTPase
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watin ol cortcal achn and CdcA? seen wsang e o
mdlporesoonce  appeodssch, Poll dioeny  ompornmanls
ahowad thal Cded? cannot ba acikatad in 1ha presance
ol [FH-ax af that GTP-bownd CokeA2 & insantly hydeodyrad
bry & prultaipoe incieass in GAF sclraby. The kact thal bamy
celly lraerdectead will The OA-clalicwem Cooed? rstant

wiare bound rifraciony 10 IFMN-a action suppoits ths
e ugion.

FheTRazas Are Likely fo Contibuds fo tha
Tumanpaness of HEL

Colcd 2 s m Ras-related protein that has been mplcated
in their control of nonmal cill growth ard, when impropaethy
roggulisoed, i cellulin Banesbormiion and ez <
They prassarmze o @ Bareslonmingg gperse i haniny oolks s
documented by establishod methods*® but the onco-
el irvobestl has not bean cnbifiod wal Incraadsaed
apmanzsam o cyeln 00 ocoues n HGL Y Cyclin 09 B
uncdar iha conienl of Rac| o comred cell-oyela ponres-
gion, ard high keale of active Ract could thereby con-
tiibwate 1o hemerigenesis by distabing the romal ced
ezl Mainy ool mbso ol abncemal coredilnmes ox
prossion of an AP comglax comaining junl. " Regula-
ion of AP B cepandent on CdedPHaci signaling, in
agresrmand wilh cur hreclngs. Finally, mhikdbory mutanta of
Calcd? and Rac ware shown to redueca call grovih in
anadher hairy call e *

o i undikedy 10 be oncogenic by teall becausa ils
aciivity coukd be dovwn-regulated by IFN-a a8 measured
by pall-chown auparemants, Daminant-negative mutans
cxart their inhibitony eflects by titrating GEF, and the
indhibilicn o i prolrussons obsarved wilh both
M Maekcd? ancd B MHac sasgiesd sl @ common Gk
might ba imobead in this process as already proposad
above, The opcogents potential iveobdng FhoGTPaze in
tuived e & olben divven by alteralions n GEF of GAP ac-
Pt “ 4 Fuluree vl wall ersgeones Mhwr cogpm o ancd
ragulation of thasa protains in hairy calla,

Inareatingly, & previous repon fiom fhang and ool
hsappses®® cormpand FbotS TPass exprisson and salus
i cidbs Tecam FEL, B ol hrngsusaphe: ko,
and B-cell acule kukemia and conchaded thar RhoGT-
Pazes are whiguely actvaed in HCL Howesed, in this
sduchy Mo waes louned coresiiuinasdy actreatioc] whean con
prane] W oats slabuss mopon FEL kndemies ool In thae
proser @edy we comparsd Fhod actiity in the pres.
e and abssndd of IFRan Wedid nod astass Tha hasal
acirabon sl ol Hhod bl dirnerediage ihal Hhoh
actrity & uithar increased by IFN-2, In the same shudy,
it was reponed tha only dominant-negative Rac coukl
rachucd call pralnesions. Howavar, tha approach ussed by
Jhangy el colksspuos® olllers o ours me il cosm
nand - npcpEt e mutanis ware axpressed in stablo ooll lines
whistoas wea i transint Transtection probocols. Mo
mmportantly, the BHEH 1 hairy coll lino wsoed in iboeir sbacky
haes bsxan dartvad from 8 Japaness hairy coll varian ppe
of HCL, which differs in mary respects from ypical HCL
saen in weslam countries and from which HCLL- M8
aned Eedond candls havae bostn detiesd. The proclomanant oo

of CokeA? i hanry colls coaikd b amolben dsting e lea
e ol fypecal HOL, rod ocoummg m depaness HCL
digaaga,

Cur data show thal IFM-o ncreases Al actiaty.
Thessar fanchnggs are in agreesmend wilh those epored by
Badr el colleagees™ in matwe noanal B oelks, This
stuchy reponed a regulatory eftect of IMH-a.cn Rhod in the
carésd of bgand-mduced chamolong rcepion nlemal-
iautionn i el B oolks = Tho cogabimn of Hhod in B
calbs s chlberenl hoon thal descibsd lor libmobbrsis
ancl macrophages == In adharen calls, &ctivancn ol
Rl b ot b linkecd sthy newor ety b e
ozl ok s bt Hhok oo akso mchmss ool eopoke
mres via its eftecior ROCKE.®" In addition. profonged
inhibition of Rhod in kmphocytes in vie has Boen shown
Io ineioe cerpedopment ol Bmphoma ™ suggesding
adkirantingy brvodks ol Bho mary amlisgoniae o posstnee sgnal
for prolferation/lumarigenesis,

== Raguiiation of RbaG TRase Activitios and
Incraased Activation of ph3 May Have Anti-
Turnora! Banadt

Tumew axpeansion often results from the secumulation of
cangar colls that are unabke 1o apopicsa, bn HCL patiens
in which IFM-a therapy s succasabul, hairy colls ara rag-
iy chaarad from the bload, sunoesting the cccurance of
iumoe coll spoplosia ™ Exensie i o sisdies havae
eslablshind that IFN-a = nol & dieecl inchscer of pro-
grammed cell death bor hary calls bul restores 1hed
sansithity 10 apopiosE-inducing acgentz ™ Intarastingly,
call exprassing aclive Rac | hese been demonstrated o
ber resistant bo apoplofic inducess of varos ongins, '
10 e Demgedingg By spscubsbe Deal B heggh hissols ol e
Fac fuend in hairy colla pravent aflectie Riling by tha
imraine ysem. We pravicusly reponed thar hairy cells
enchibit. hgh levels of intracyloplasmic cakcaum [Ca®™ ] *
i prhimorneen il coukd abso peobisst ey colls ke
progammed coll death. [Ca”'], was found raduced on
PN weament™ Docause Ract has recently been
shwran b e [Ca%7 ] b ol rechesion
Haot iy coukd ba wreokasd m sy noormaleadon ol
[Ca”"]. Tumos cells afe prone 1o apoploss, bt high
[Ca®* ] ar acthve Ract (thiz aud) could peotsct hairy
waiHbs Teorn progpanmrmd coll dissih. By ohivaoseangg Fal
antimaty, 1Mo consld chowsm-regnaliale corlimn codlalar peo
coans v @ threshold whens coli becoms M ponsie 1o
Apopbisis incuscars.

A sdalend abwwary, B gaoriesG mmaechameanes umorbang
tha pathogenesis of HCL arg ushness, although the ne-
Mo SUppresses psd s fregquently debsed or mutated
compated o ot hamatebonical malignancees ™ In no-
il cadls, Mo and Colod? otmohion actnabes oncogee
mous phl, and apoplosis nduction in esponsas toinhabd-
fion of Ract and Cded2 requires pE3" In addition, ps3
it o srbictivn edfocd on Gocd 2 rrstecliosond el Bunis
fions " In pEd-null mics, eithar cvarespression of wikl-
v pE3 or actiation of endogenous pEl countaracts
L2 induced flopodia fomation. Mechanistic shedios
inecdacater Bhal e preosaends Bhe indlialing slaps al filbpodia
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fommaton opetating al the kevel of Cdca2 gsall o imme-
diastoly downestroam of i1 "% In cur modoks of hairy colls,
pS3 axpeassion was low, suggesting mono-alkelic dele-
ton andlor protesn inezability. In thees colle, avaraxpros-
son of wid-type pS3 o actvation of endogenous pb3
rechuces coll protrusions, indkcating thist & smilas mech-
ansm coulkd bo involved. The pS3 activator etoposide
completely ablated coll protrusions and killed hairy colls
m a dosa dependont mannes,

Although the comsecuences of IFN-a-nduced oy-
toskektal reorganization on hary cell bohavior remains
an open question, alleanons of RhoGTPase staus in
hamry colss aeo lkoly o conobile wath thor disdinctee
profile of iMegrin receptors, activation status, and inva-
sive behavior of the bone marrow and spleen.™ “*" The
nosmadlizition ol RhoGTPase actvitios and the monoasod
actrvation of ps3 may hivee therapeutic anti tumoral bon
ofits by reducing lumor axpansion, invasiveness, andicr
incroasing apoplosis. Our data ilustrato the link betwoen
pS3 and the eytoskaloton = a pathological stustion in
which p&3 regulates RhoGTPase-dependen coll elfocts
that control actin cytloekelotal dynamics. This novel func-
ton of pb3 may contrbule 1 anti-lumos activity,
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Chapitre 2 La leucémie & Tricholeucocytes
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Chapitre 3

L’étude des podosomes /in vivo






Section | : Introduction

Comme les adhérences focales, les podosomes sont des structures membranaires
d’adhérence complexes, localisées a la face ventrale des cellules (Tarone et al., 1985).
Comme les filopodes, les lamellipodes et les « ruffles », ces structures sont associees a une
organisation du cytosquelette d’actine (David-Pfeuty & Singer, 1980). Les podosomes ont été
mis en évidence pour la premiere fois il y a plus de 25 ans, dans des fibroblastes transformes
par le virus du Sarcome de Rous (David-Pfeuty & Singer, 1980; Tarone et al., 1985), puis
dans les tricholeucocytes (Caligaris-Cappio et al., 1986) et dans diverses cellules malignes a
haut pouvoir métastatique, comme les mélanomes ou les carcinomes mammaires (Seals et al.,
2005 ; Nakahara et al., 1997). Entre temps, ils ont été découverts dans les cellules normales
(non tumorales ou transformées), essentiellement dans des cellules d’origine hématopoiétique
tels que, les monocytes/macrophages (Lehto et al., 1982; Linder et al., 2000; Linder et al.,
1999), les cellules dendritiques immatures (Burns et al., 2001), les ostéoclastes (Marchisio et
al., 1984 ; Saltel et al., 2004), les éosinophiles (Johansson et al., 2004), les mastocytes
(Suzuki et al., 1998) et les cellules NK (Allavena et al., 1991). lls ont aussi été observés dans
les cellules non hématopoiétiques tels que les cellules musculaires lisses (Hai et al., 2002;
Gimona et al., 2003) et les cellules endothéliales (Moreau et al., 2003; Varon et al., 2006;
Tatin et al., 2006; Osiak et al., 2005). Une structure apparentée au podosome a été décrite

dans les cellules épithéliales (Spinardi et al., 2004).

Au niveau structural, un podosome est constitué d’un cceur d’actine, le « Core »,
entouré par un anneau enrichi en intégrines et protéines associées (vinculine), le « Ring »,
I’ensemble étant localisé a la face ventrale des cellules (Linder & Aepfelbacher, 2003). On
distingue plusieurs catégories de podosomes, en fonction de 1’origine des cellules qui les
portent (« invadopodes » dans les cellules métastatiques) ou de leurs arrangements dans la
cellule (podosomes individuels ou plus ou moins fusionnés en anneau ou croissant (rosettes)
ou en ceinture). Une des différences fondamentales, entre les podosomes et les adhérences
focales, est que leur formation ne nécessite pas de synthése protéique (Moreau et al., 2003;
Tarone et al., 1985). Une autre différence provient des protéines associées aux podosomes. En
effet, si beaucoup de molécules sont présentent dans les 2 structures (intégrines, PI3K, Src,
vinculine,...), certaines sont spécifiques des podosomes comme la cortactine, les protéines
WASP/N-WASP, la gelsoline, le complexe Arp2/3, la dynamine 2, les MMPs (Matrix
Metalloproteases) ou la GTPase Cdc42 (Buccione et al., 2004; Linder & Aepfelbacher, 2003)
(Figure 44). La présence de cette derniére famille de protéines, laisse supposer un réle des

podosomes dans la dégradation de la matrice extracellulaire et la migration, que ce soit dans
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des processus physiologiques tels que la migration transtissulaire des cellules immunitaires ou
dans des processus pathologiques tels que les propriétés invasives des cellules malignes.

Cependant, a ce jour aucune fonction n’est encore formellement démontrée.
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Figure 44 : Structure des podosomes. (A) Podosomes individuels de macrophages visualisés en
immunofluorescence par marquage de 1’actine (rouge) et de la vinculine (vert). (B) Rosette de podosomes dans
les fibroblastes BHK21 transformés par v-Src visualisée avec 1’actine (rouge) et la dynamine-2 (vert). (C)
Ceinture de podosomes organisés en ceinture dans les ostéoclastes visualisés en actine (vert). (D) Modele
schématique d’un podosome individuel vu en coupe transversale. (A, B, C d’aprés (Buccione et al., 2004) et D
d’aprés (Linder & Aepfelbacher, 2003)).

Nous avons évoqué précédemment, ’implication des Rho GTPases, RhoA et Cdc42
dans la formation des podosomes dans la plupart des modeles étudiés (page 20). Les travaux
antérieurs du laboratoire ont montré 1’existence des podosomes dans les cellules endothéliales
exprimant une forme constitutivement active de Cdc42 (Moreau et al., 2003)}, traitées par les
esters de phorbol (Tatin et al, 2006) mais aussi en réponse a une cytokine, le

TGFp (Transforming Growth Factor) (Varon et al., 2006).
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Malgré le nombre important de cellules capables de former des podosomes, a ce jour

aucune donnée expérimentale n’a été apportée permettant d’établir leur existence in vivo.

Dans la continuité des travaux menés par Violaine MOREAU, Florence TATIN et
Christine  VARON sur I’existence, la formation des podosomes dans les cellules
endothéliales, nous avons donc décidé de mettre en ceuvre une étude in vivo, afin de
démontrer leur existence dans un contexte physiopathologique et aussi d’appréhender le role
des podosomes des cellules endothéliales dans ces contextes. Nous avons choisi de mener
cette étude sur I’endothélium de carotide de souris car ce vaisseau de gros calibre est
accessible a la manipulation. Ce chapitre résume la mise au point technique de 2 modéles, un
modéle type « chambre d’incubation » et un modéle de type « lésion » ainsi que les premiers
résultats obtenus avec ce type d’approche, dans la démarche de mise en évidence des
podosomes in vivo. Ce travail est le fruit de la collaboration avec le plateau technique de
chirurgie de I’IECB en la personne de Viviane TRIDON.

Section Il : Matériel et méthodes

| - Modéeles d’étude
1 - Les animaux

Les animaux utilisés, sont des souris NMRI (Naval Medical Research Institute), de sexe
féminin agées de 6 a 13 semaines. Pour I’intervention les souris sont anesthésiées avec une

solution de rompun® 2%, imalgéne® 1000.

Pour les expériences nécessitant des injections systémiques de SB431542 (inhibiteur de
la signalisation du TGFp), celles-ci sont réalisées dans la veine saphene, située sur la face

interne de la cuisse.
2 - Le modéle « chambre d’incubation », la double ligature

Le modele de double ligature est un modeéle dans lequel nous créons une « chambre
d’incubation » en ligaturant les 2 extrémités de la carotide droite. Apres insertion d’un
cathéter dans cette « chambre », les différentes substances a tester sont perfusées et incubées
pendant les temps désirés. A I’issue de I’incubation les cellules sont fixées in situ par
perfusion avec une solution de PFA 3% (paraformaldehyde) apres injection intracardiaque,
pendant 10 minutes. Le segment de carotide est ensuite prélevé, et incubé pendant 10 minutes

supplémentaires dans un bain de PFA 3% (Figure 45).
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Figure 45 : le modele de la '"chambre d'incubation".

3 - Le modéle de « Lésion », la simple ligature

Dans le modele de « 1ésion », nous ligaturons la carotide droite en son milieu, générant
une zone de perturbation du flux sanguin en amont et une zone d’ischémie en aval de la
ligature. La ligature est laissée en place pendant une période de 24h ou 48h, a I’issue de
laquelle les cellules sont fixées par injection intracardiaque et perfusion avec une solution de
PFA 3% pendant 10 minutes. Les segments de carotides (ischémique en aval et « reflux » en
amont) sont ensuite prélevés et incubé pendant 10 minutes supplémentaires dans un bain de

PFA 3. La Figure 46 présente schématiquement ce mode¢le.
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Figure 46 : Le modéle de la "1ésion".

Il - Acquisition des données
A - Marquage : protocole spécifique

Pour les marquages en immunofluorescence les échantillons prélevés et fixés sont lavés
3 fois 5 minutes avec une solution CB (Cystoskeletal Buffer ; ....), puis perméabilisés pendant
5 min avec une solution de triton X100 0,2%. Apres 3 lavages supplémentaires en TBS les
échantillons sont mis a saturer dans une solution de blocage (SVF %, BSA%) pendant 30
minutes. Les différents anticorps primaires sont dilués dans la solution de blocage et incubés
pendant 1h sous agitation. Apres 4 lavages de 5 minutes en TBS, les anticorps secondaires
couplés aux fluorophores ainsi que la phalloidine-alexa 635 et le hoechst 333342 sont incubés
pendant 1h, a ’obscurité, sous agitation. Enfin, apres 4 lavages de 5 minutes en TBS les

échantillons sont montés entre lames et lamelles dans le milieu de montage (fluoromont™).
B - Lecture et analyse

Les lames sont analysées en microscopie confocale, sur un systéme ZEISS LSMS510
basé sur un microscope inversé¢ de type axiovert 200M. Les images sont acquises via le
programme propriétaire de ZEISS en utilisant un objectif Plan-Apochromat" 63x (NA : 1,40)
Oil DIC M27 (dt=0,19mm). Les différents anticorps secondaires fluorescents utilisés sont

couplés soit a 1’Alaxa-488, soit a I’Alexa-546. En complément, I’ Actine est marquée par la
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Phalloidine-635 et I’ADN par le Hoechst 33342. Les images quatre couleurs sont obtenus
aprés excitation par les lasers de longueurs d’onde, 405 nm (bleu, hoechst), 488 nm (vert,
alexa-488), 546 nm (orange, alexa-546) et 635 nm (rouge, alexa-635). Le retraitement des

images a été effectue a 1’aide du logiciel propriétaire de ZEISS et de Photoshop® CS (A4°09),

Section lll : Résultats

| - Le marquage des cellules /n vivo est différent du marquage /n

vitro

Tout d’abord au niveau expérimental, il est important de préciser que les préparations de
carotides obtenues aprés marquage, présentent une trés forte auto fluorescence sur I’ensemble
du spectre (due a la lame élastique), ce qui rend impossible la lecture des lames avec un
systéme d’épifluorescence classique. Ce phénomeéne implique que les images acquises en

microscopie confocale, le sont en aveugle, sans a priori sur le résultat.

Le marquage de I’actine polymérisée par la phalloidine nous a permis d’observer
I’organisation structurale de la carotide, avec les cellules endothéliales étirées parallélement
au flux sanguin, les lames élastiques (visualisées par leur autofluorescence sur le canal bleu)
et les CML (Cellules musculaires Lisses) orientées perpendiculairement par rapport aux
cellules endothéliales (Figure 47A et Figure 47B). Dans nos premiers cribles pour
expérimenter cette approche technique, nous avons choisi d’utiliser un marquage
actine/vinculine, afin de rechercher des structures in vivo qui se présenteraient de la méme
facon que ceux obtenus par les marquages in vitro des cellules endothéliales aortiques bovines
(BAE) en culture. En avons d’abord analysé la structure de 1’endothélium quiescent, en
absence de stimulation ou de ligature. Le marquage des cellules endothéliales in situ dans la
carotide différe significatives de celui obtenu avec des cellules endothéliales aortiques
bovines en culture in vitro (Figure 47C). Les BAE en culture présentent des fibres de stress et
des points focaux ou localise la vinculine (aux extrémités de ces fibres d’actine), qui
n’existent pas dans les cellules de 1’endothélium de la carotide fixées in vivo. Dans ces
cellules, la vinculine apparait a la périphérie de la cellule, colocalisant avec 1’actine (Figure
47C). Nous avons confirmé par que ces cellules sont bien d’origine endothéliale en révélant la

présence de la VE-cadhérine (marqueur spécifique des cellules endothéliales) (Figure 47D).
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Figure 47 : Le marquage de la vinculine différe entre les cellules en culture et I’endothélium natif. (A)
Schéma de la structure d’une artére en coupe avec les 3 tuniques, 1’intima, la média et ’adventice. (B) Marquage
a la phalloidine (rouge) et au hoechst (bleu) d’une carotide fixée in vivo. Image de la couche de CE (Cellules
Endothéliales) et de la couche de CML (Cellules Musculaires Lisses) sous-jacente. Les lames élastiques auto fluorescent
dans le canal bleu. (C) Comparaison du marquage actine/vinculine in vitro et in vivo. (D) Marquage spécifique
des cellules endothéliales par un anticorps anti-VE-cadhérine. (Echelle = 20 pm pour B et 10 um pour C et D)

Il - Le modéle de chambre d’incubation ne convient pas a I’étude

des podosomes /n vivo

Nos premieres approches du probléme ont été réalisées dans le modele de la « chambre
d’incubation ». Dans ce modele nous avons voulu tester 1’effet de substances décrites comme
dés inducteurs des podosomes dans les cellules endothéliales en culture. Tout d’abord, un
ester de phorbol, le PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) qui a été décrit comme inducteur des
podosomes dans les cellules endothéliales apres 30 min de stimulation a une concentration de
80 nM (Tatin et al., 2006). Nous avons aussi utilisé le TGF[} & une concentration de 5 ng/mL
pendant 20h (Varon et al., 2006). La stimulation par le PMA de I’endothélium pendant 30
min n’induit pas de remaniements majeurs (Figure 484). La stimulation par le TGFf3, quant a
elle, induit une désorganisation profonde de l'endothélium (Figure 48B). Nous avons pu

observer une structure dans laquelle actine et vinculine colocalisent, sous une présentation
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comparable a celle des rosettes de podosomes qu’une seule fois dans une préparation issue
d’un animal témoin, perfusé avec une solution de PBS a la place du PMA (Figure 48C). Cette
observation nous a suggéré que les Iésions créées par les ligatures apportaient des conditions
propices a la formation des podosomes sans nécessit¢ d’autre stimulation de 1’endothélium.
Nous avons donc mis en place une autre approche, dans laquelle la 1ésion apporte le stimulus

déclencheur du remodelage du cytosquelette d’actine.

A Hmechal Vinouline Actne Superpositon B Superposition
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Figure 48 : Le PMA n’induit pas de modification détectable de ’organisation du cytosquelette d’actine.
Marquage de ’actine (rouge), la vinculine (vert) et de ’ADN (bleu) dans les conditions témoin et perfusion
PMA 30 min (A) ou avec le TGF pendant 20h (B). (C) Mise en évidence d’une structure comparable aux
rosettes de podosomes.

En effet, il a ét¢é montré que les perturbations du flux sanguin sont associées a la
production de TGF (Sho et al., 2002 ; Xu et al., 2002a). Par ailleurs, la perturbation du flux
sanguin en réponse a I’occlusion créée expérimentalement par la ligature d’une artére induit
I’expression d’une des chaines du complexe récepteur du TGFf, Alkl en amont de la Iésion
(Seki et al., 2003). Sur la base de ces observations, nous avons développé un deuxieme
modele, dit modele de la « Lésion ». Dans ce modele nous observé qu’aprés 24h, la partie
ischémiée de la carotide perd son endothélium. Par contre I’observation de la partie « reflux »
de la carotide (en amont de la ligature) nous permis de mettre en évidence que la structure

globale de I’endothélium n’est pas modifiée. Cependant nous avons pu mettre en évidence des
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structures ressemblant a des rosettes de podosomes a la face ventrale des cellules
endothéliales (juste au-dessus des CML), avec un marqueur des podosomes, la cortactine. Les
comptages de ces structures sur une dizaine d’expériences nous ont permis de montrer un
faible taux de rosettes de 3,7 % (£1% ; n=370) apres 24h de reflux et de 5,8% (+0.4% ;
n=346) a 48h. Ce taux est faible et difficile a valider statistiquement sans augmenter la taille
de I’échantillon. La collecte des données est toujours en cours. L’authentification de ces
structures en tant que podosomes constitue une deuxiéme étape. Nous avons déja validé la
présence de la vinculine (Figure 48) et de la cortactine (Figure 49). Nous compléterons cette
caractérisation avec les autres marqueurs spécifiques que sont la dynamine 2, la gelsoline et

N-WASP.
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Figure 49 : La création d’une zone de reflux induit des structures de type rosettes de podosomes. (A)
Images de 1’endothélium marqué pour I’actine (rouge), la cortactine (vert) et I’ADN (bleu) dans les conditions
témoin et 24h apres la ligature. (B) images de la partie ischémiée. (C) Images d’une rosette de podosomes mise
en évidence par un co-marquage actine/cortactine. (D) Quantification des rosettes dans les carotides avec ligature
24h et 48h.
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Pour savoir si il existe une relation entre le taux de rosettes mesuré dans les carotides et
le TGFpB qui serait produit et libéré localement en réponse a la ligature, nous avons utilisé un
inhibiteur de la signalisation des récepteurs du TGFB de type I, le SB431542 (DaCosta
Byfield et al., 2004 ; Laping et al., 2002). L’inhibiteur est injecté par voie systémique dans la
veine saphéne dans 1’heure qui précéde la mise en place de la ligature et de fagon a atteindre
une concentration finale de 10uM dans le sang. Le contrdle est réalisé avec le solvant du
SB431542, le DMSO. Il a ét¢ montré qu’a cette concentration le SB431542 est efficace
jusqu’a 3 jours (). Pour vérifier ’action du SB431542 nous avons utilis¢é un marquage des
formes phosphorylées des SMAD1/5 qui sont des facteurs de transcription activés directement
au niveau des récepteurs du TGFB de type I, Alkl. Nous avons observé que le marquage
phospho-SMAD1/5 est nucléaire. Dans les animaux témoins (qui subissent la chirurgie mais
pas la ligature) le marquage phospho-SMAD1/5 est faible et les cellules ne sont pas toutes
marquées. En revanche chez les animaux ayant subit la ligature, on observe une augmentation
sensible de I’intensité et de la fréquence du marquage. Le marquage nucléaire par le colorant
hoechst étant relativement homogéne, nous avons été en mesure de quantifier le marquage
phospho-SMAD1/5 en calculant le rapport intensitép.smap/intensitéyeecnst. Cette méthode nous
a permis de montrer que le SB431542 induit une diminution de I’intensité du marquage
phospho-SMAD1/5 que se soit dans les animaux témoins (de 4,2 £1,4 & 1,4+0,9), ou les
animaux ayant subit la ligature pendant 48h (de 2,29+0,27 & 0,77£0,25). Cette inhibition est
statistiquement significative (* :p<0,05). Ce résultat valide la technique de quantification. Il
nous indique aussi que la ligature induit une augmentation de la phosphorylation de
SMADI1/5, ce qui correle avec 1’hypothése d’une augmentation locale de la concentration de
TGFB (production et relargage de la matrice extracellulaire). La prochaine étape sera la
quantification des rosettes de podosomes dans cette situation, afin de déterminer 1’impact de

I’inhibition des effets du TGFf par le SB431542 sur la formation des rosettes.
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Figure 50 : Le SB431542 diminue le marquage Phospho-SMAD avec ou sans ligature.

Section IV : Conclusion

L’observation des podosomes in vivo est une arlésienne pour beaucoup de chercheur. I1
est vrai que ce type de structure a été décrit pour la premiere fois il y a plus de 25 ans.
Cependant notre étude est peut étre la premicre vers la caractérisation de telles structures in
vivo. Nos résultats mettent en évidence des structures compatibles avec les podosomes en
rosettes dans les cellules endothéliales de carotides, ce qui corréle avec les résultats obtenus in
vitro sur les cellules BAE en réponse au TGFP (Varon ef al., 2006). Nous souhaitons donc
continuer cette approche, notamment en développant une collaboration avec Franck LEBRIN
(INSERM U525, Paris), pour travailler avec des souris génétiquement modifiées au niveau
des genes des genes codant pour les récepteurs du TGFp. Cette collaboration est en cours de

mise en place et les animaux seront bient6ot a notre disposition.
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La compréhension des mécanismes de survie cellulaire est un enjeu majeur en thérapie
anticancéreuse, mais aussi dans le traitement de maladie auto-immunes ou
neurodégénératives. Parmi les étapes de 1’oncogenése, la perte de la sensibilité a 1’apoptose
qui engendre la survie de cellules destinées a étre eéliminées, constitue un évenement majeur.
A plus ou moins long terme la modification des propriétés d’adhérence des cellules permet
une croissance indépendante d’ancrage, qui, associée aux propriétés de dégradation de la
matrice extracellulaire, favorise I’envahissement d’autres tissus. L’ensemble de ce travail (et
celui du laboratoire en général) met en avant une relation entre la regulation des Rho GTPases
et ’oncogenese, au travers de la régulation de la survie cellulaire (en régulant directement
I’activité d’une kinase impliquée dans la survie cellulaire (voie Rac-Akt), ou indirectement en
régulant négativement D’activité de cellules tumorales (réponse des tricholeucocytes a
I’IFNa)) et/ou des propriétés migratoires et invasives des cellules (structures d’adhérence
impliquées dans I’invasion, telles que les podosomes (Moreau et al., 2003), morphologie
atypique traduisant une mobilité (observéee en vidéo microscopie), et sans doute des propriétés
invasives importantes (les tricholeucocytes)).

La survie cellulaire est le résultat de I’intégration de nombreux signaux issus de
I’environnement et il est clair que pour la majorité des cellules, les signaux de survie médiés
par les phénomenes d’adhérence sont primordiaux, la perte de ceux-ci induisant I’apoptose
(anoikis) (Frisch & Ruoslahti, 1997). Cependant, certaines situations physiologiques (les
lymphocytes mémoires) et pathologiques (processus invasifs et métastatiques) nous montrent
que ces signaux peuvent étre « court-circuités » par d’autres mécanismes, impliquant
certainement des facteurs de croissance ou des cytokines. La mise en évidence d’une nouvelle
voie d’activation de la kinase Akt par la GTPase Rac dans les cellules non adhérentes ouvre

une porte vers la compréhension de la survie des cellules non adhérentes au long court.

Le caractére anti-apoptotiqgue de la GTPase Rac a souvent été décrit mais les
mécanismes impliqués dans ce role n’ont pas €té pas été caractérisés. Mes travaux de theése
ont permis d’avancer dans la caractérisation d’un mécanisme possible d’induction de la survie
cellulaire dans une situation particuliére dans laquelle les cellules ne sont pas adhérentes.
Cette singularité va a I’encontre du modéle d’activation de Rac communément admis, selon
lequel I’engagement des intégrines est nécessaire et suffisant pour induire 1’activation de Rac
et la transduction du signal (del Pozo et al., 2000), et ceci en créant des sites a la membrane

ou toutes les molécules impliquées dans la signalisation de Rac sont présentent (GEFs,
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GTPase, effecteurs). Cependant dans les cellules non adhérentes de tels sites n’existent par
définition pas, et pourtant les Rho GTPases sont activables et activées. L’absence de
description de sites de recrutement de la machinerie des GTPases dans les cellules non
adhérentes, ne signifie pas qu’ils n’existent pas, mais seulement qu’ils prennent une autre
forme. Les intégrines n’intervenant pas, les récepteurs des facteurs de croissance et des
cytokines représentent une alternative envisageable pour la création de tels sites. De plus, la
nature plus « labile » et moins localisée de ces récepteurs (qui peuvent se déplacer tout autour
de la cellule, contrairement aux intégrines engagées qui constituent des points d’ancrage
fixes) pourrait expliquer la difficulté a mettre de tels sites en évidence dans des cellules non
adhérentes. Plusieurs récepteurs peuvent remplir ce réle, le récepteur T (Genot et al., 2000) ou
I’IL-15 (ce travail). La validation des résultats obtenus avec 1’'IL-15 sur les cellules Kit 225
nous permettrait d’avoir a notre disposition, un 2% modele d’activation d’Akt par Rac en

réponse a une cytokine et a partir de la d’étudier les mécanismes impliqués dans I’activation

de Rac dans ce contexte (GEFs).

Le statut de la phosphatase SHIP dans notre modéle en fait un régulateur négatif de
I’activation d’Akt par Rac dans les cellules adhérentes. Les phénotypes observées chez les
souris KO pour SHIP1 et SHIP2 qui entre autres présentent une splénomégalie, une
hématopoiése extra médullaire, des infiltrations des cellules myéloides dans les poumons
(Helgason et al., 1998) et une ostéoporose induite par un nombre trop élevé d’ostéoclastes
associé a une augmentation de leur activité (Takeshita et al., 2002) sont les manifestations
d’une hématopoiese augmentée et ont ¢t€ mis en relation avec une hypersensibilité¢ des
cellules aux cytokines (Liu et al., 1999; Helgason et al., 1998) et au chemokines (Kim et al.,
1999). Ces observations sont compatibles avec la voie de signalisation que nous décrivons,
qui doit dépendre d’un facteur de croissance (cytokine, chemokine,...) pour I’activation de
Rac et dans laquelle la perte de I’expression de SHIP permet 1’activation d’ Akt par Rac (une

forme d’hypersensibilité).

Un mécanisme possible expliquant le réle inhibiteur de SHIP dans les cellules
adhérentes, serait 1’existence d’une localisation différentielle de SHIP entre cellules
adhérentes et non adhérentes. Dans les cellules adhérentes SHIP est localisée au niveau des
adhérences focales, qui représentent les sites majeurs d’activation de Rac dans ces cellules. I1
a ét¢ montré que SHIP2 interagit avec 1’adaptateur p130Cas, nous avons étendu cette
interaction & SHIP dans les cellules A20. Ainsi, dans les cellules adhérentes SHIP et Rac sont

localisé aux mémes sites, ce qui pourrait inhiber 1’activation d’Akt par Rac. Dans les cellules
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non adhérentes on ne sait pas ou Rac est activée et SHIP peut étre recrutée a la membrane par
plusieurs adapateurs en réponses a différents facteurs de croissance (Gab2, Dok2,...), une
hypothese pour expliquer le « non effet » de SHIP sur notre voie de signalisation serait que
SHIP et Rac ne sont recrutés sur les mémes sites. Pour valider cette hypothése il nous faudra
mettre en évidence des différences de localisation de SHIP et de Rac (molécules endogenes),
dans un systéme dans lequel I’activateur pourra étre UCHT1 (activateur du TCR), IL-15 par

exemple.

La mise en évidence d’un complexe contenant Akt et Rac a été discutée précédemment,
mais les implications sur la poursuite des travaux de caractérisation de ce complexe et plus
particulierement du role de la PI3K méritent que ’on y revienne. Nos résultats préliminaires
montrent que la sous-unité p85 est présente dans le complexe Rac-Akt, I’étape suivante sera
d’identifier quel isoforme de p85 est impliqué, puis de déterminer le réle de la PI3K, et plus
particulierement du domaine BH de la sous-unité p85 dans les mécanismes qui régulent cette
voie. Dans cet objectif, G. ANIES a élaboré une batterie de mutants des sous unités p85a. et 3
pour permettre d’explorer le couplage de Rac a Akt via la p85. Les anticorps spécifiques des
formes p85a et p85 sont tous dirigés contre le BH parce que cette région est celle de plus
grande divergence entre les deux isoformes de p85. De ce fait, ces anticorps ne peuvent pas
étre utilisés pour précipiter p85 du complexe mis en évidence dans les cellules en suspension,
ou, d’aprés nos hypothéses, ces domaines sont engagés dans des interactions protéine-protéine
et donc masqués et inaccessibles aux anticorps. L utilisation des domaines BH isolés nous a
permis de Vérifier la liaison du BHa a Rac, celle de BHp est encore a 1’étude. Dans une
deuxiéme étape, des approches biochimiques, d’immunofluorescence et des tests fonctionnels
nous permettront de vérifier leur capacité a entrer en compétition avec les protéines
endogénes p85a ou B in vitro, pour évaluer leur capacité a entrer en compétition avec le
complexe d’intérét; et évaluer les contributions respectives des sous-unités p85a. et p85f dans
cette voie de régulation. L’éventualité d’un effet agoniste de ces domaines BH isolés sur
I’activation d’Akt sera également explorée. En effet, les données de la littérature attribuent
des roles distincts a ces deux sous-unités, p85p étant souvent considérée comme régulant
négativement les fonctions médiees par le complexe p85a-p110 (Deane et al., 2004) et de ce
fait, les domaines BHo et BH pourraient avoir des effets distincts. Nous avons maintenant
verifié que les mutant p85ABHo ou B conservent leur capacité a lier pl10 et donc
n’interférent pas avec 1’activité de la PI3K (Chamberlain et al., 2004) et il sera intéressant de
vérifier s’ils affectent I’activation de Akt par Rac. Des résultats préliminaires obtenus en

spectrométrie de masse (en collaboration avec J.M. SCHMITTER, IECB, Bordeaux), nous
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ont permis de montrer que les domaines BHa ou BH isolés peuvent s’homodimériser mais

I’hétérodimérisation de BHo et BHf est encore a 1’étude.

L’étude de la liaison de ces domaines a V12Rac, puis Rac-GTP (en utilisant Rac-
GTPyS) permettra de déterminer si cette exploration peut étre continuée a des fins
thérapeutiques. En effet, si les domaines BH isolés peuvent déplacer Rac-GTP du complexe,
nous pourrons alors les utiliser pour inhiber ’activation d’Akt par Rac-GTP endogéne. En
effet, nos travaux permettaient alors d’identifier de nouvelles cibles d’intérét thérapeutique et
ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour cibler sélectivement les populations de cellules
non adhérentes (ou peu adhérentes), indépendamment des autres populations, dans lesquelles
nous pensons que cette voie de survie joue un réle majeur, avec des applications dans le
traitement des leucémies, le controle de la vascularisation des tumeurs ou 1’inhibition du
processus métastatique. Les expériences futures montreront si le domaine BH de p85 (o ou f3)
peut étre un point de départ dans 1’¢laboration d’un tel inhibiteur. La validation d’une telle
hypothése ouvrirait la voie au développement d’une nouvelle classe d’inhibiteurs de la PI3K

spécifiques des PI3Ks de classe 1A (p85 dépendantes).

Parallelement a la mise en évidence de cette voie d’activation d’ Akt par la GTPase Rac,
nos travaux de recherche sur la leucémie a tricholeucocytes ont permis de mettre en relation le
phénotype atypique de ces cellules, qui présentent de long prolongements cytoplasmiques et
I’activité constitutivement élevée de Rac et Cdc42, in vitro (Chaigne-Delalande et al., 2006).
En thérapeutique, cette pathologie est extrémement sensible a I’'TFNa (Quesada et al., 1984).
Lors de I’administration d’IFNa chez les patients, on assiste a une chute trés rapide du
nombre de Tricholeucocytes dans le sang alors que les cellules malignes ne disparaissent que
tres progressivement de la rate et la moelle et du foie. Il est admis que les tricholeucocytes
sanguins sont éliminés par un processus apoptotique (Baker et al., 2002). Nous avons montré
que dans les tricholeucocytes, I’'I[FNa réduit 1’activité de Rac (probablement via Cdc42) par
un processus dépendent de RhoA et p53 (Chaigne-Delalande et al., 2006). Dans notre étude,
seul le cas des cellules en suspension a été analysé mais il serait informatif d’examiner si la
méme réponse des tricholeucocytes est obtenue lorsque les tricholeucocytes sont adhérés sur
la fibronectine. En effet, les données issues de la littérature montrent que I’IFNa induit
(indirectement, via le TNFa) I’apoptose des tricholeucocytes mais précisent que ces cellules
tumorales deviennent beaucoup moins vulnérables a 1’apoptose si elles sont adhérés sur la
fibronectine (Baker et al., 2002). Cette observation d’une régulation différentielle de la survie

des tricholeucocytes dans cette situation mettent clairement en évidence la mise en jeu de
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mécanismes de régulation distincts. Les interactions avec le stroma et/ou les cellules au sein
des différents tissus générent des signaux de survie qui apparaissent distincts de ceux des
tricholeucocytes en suspension. La voie d’activation d’Akt par Rac dans les tricholeucocytes
non adhérents peut étre un de ces mécanismes. En étudiant la régulation d’ Akt par Rac dans
les tricholeucocytes adhérents et non adhérents, nous travaillerions dans un 3°™ modéle

d’étude de cette voie de signalisation, pathologique cette fois.

RhoA, Racl et Cdc42 ne sont pas les seules GTPases pouvant jouer un role dans le
phénotype des tricholeucocytes. Un mutant constitutivement actif de TC10 (L75TC10) est
capable d’induire la formation de long filopodes dans les fibroblastes (Murphy et al., 1999). Il
serait intéressant d’évaluer le statut de cette GTPase dans les tricholeucocytes. La GTPase
Wrch (Chp) est aussi intéressante, car elle a été impliquée dans des processus de
transformation particuliers, du fait de son extrémité C-terminale atypique, qui contrairement a
la majorité des Rho GTPases n’est pas isoprénylée, mais est palmitoylée, de plus elle n’est
pas régulée par les GDIs (Chenette et al., 2006). Ces éléments laissent supposer que cette
GTPase ne serait probablement pas régulée par des inhibiteurs de la prénylation des GTPases

tels que les bisphosphonates ou les statines, utilisés en thérapeutiques anti-cancéreuse.

Enfin, nos travaux ont permis de donner une signification physiologique a des structures
d’adhérence décrite jusqu’ici in vitro seulement : les podosomes, en les mettant en évidence in
vivo. Une des premiéres description in vitro de ces structure d’adhérence particuliéres a été
faite dans les tricholeucocytes (Caligaris-Cappio et al., 1986). Le role des podosomes n’est
pas encore €tabli. Le contenu protéique de ces structures, intégrines, MMPs, et 1’activité de
dégradation de la matrice mesurable in vitro, laissent supposer un réle dans la migration et/ou
I’invasion (via la dégradation de la MEC) in vivo. Nos observations réalisées dans
I’endothélium natif ouvrent la porte a la caractérisation de ce(s) role(s) dans les mécanismes
d’invasion, dans un contexte d’induction de I’angiogénese. Cette €tude qui s’inscrit dans la
continuité du travail de Violaine MOREAU, Florence TATIN et Christine VARON sera
poursuivie par Patricia ROTTIERS et Frédéric SALTEL au laboratoire.
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La plupart des réactifs biochimiques et biologiques et des protocoles expérimentaux
utilisés ont été décrits dans les sections Material and Methods des articles 1 et 2. Cette breve

section présente succinctement les techniques complémentaires utilisées.

Section | Biologie cellulaire
| - La culture cellulaire

Les différentes lignées cellulaires sont cultivées, a 37°C et 5% de CO, sauf les
Lymphocytes B DT40 qui sont cultivés a 40°C. Dans tous les cas le milieu de culture (indique
dans le Tableau 17) est supplémenté avec 10% de SVF (C°°Pha™) (s¢rum de Veau Feetal)

o (Gibco, BRL) o (Gibco, BRL)

décomplémenté, 100 UI/L de pénicillin et 100 pg/L de streptomycin

Les autres compléments tels que le BME (B-Mercapto-Ethanol) (i BRL)

, les agents de
sélection : hygromycine B (€@Piochem ot nyromycine €3Pe™ oy les cytokines (détaillée page

176), sont indiqués dans le Tableau 17.
Il - Transfection

Pour la plupart des lignées cellulaires utilisées, la méthode de transfection utilisée est la
méthode d’électroporation. Les cellules sont comptées et mises en suspension a la
concentration optimale dans 500 pL de milieu de culture sans sérum dans une cuvette
d’électroporation ®°F4 (Jargeur 0,4 cm). La quantité de plasmide désirée est ensuite ajoutée.
Aprés homogénéisation, la cuvette est placée dans I’clectroporateur (Gene Pulser Xcell® &
Red). Les cellules sont alors pulsées avec un champ électrique de 250 a 320 V et de 900 a
1100 pF. Les conditions précises pour chaque lignée sont décrites dans le Tableau 17. Aprés
5 min de repos, les cellules electroporées sont transférées dans 5 mL de milieu de culture
complet et mises en culture dans les conditions adéquates.

Seule exception a ce protocole, la transfection des cellules UMUCS, qui a été effectuée
avec la lipofectamine ™% en sujvant les instructions du fournisseur. Les quantités d’ADN

transfectées sont gardées constantes par complément avec le vecteur vide.
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Jurkat (clone
JHM1)

HPB ALL
DT40 wt
DT40 SHIP-/-
A20

RBL

U937

Raw 264.7
K-562

Kit 225
CTLL-2
HCLL7076
Eskol

BL41

PAE wt

PAE V12Rac
PAE N17Rac
BAE

HelLa S3

UMUC3

Type Cellulaire

Lymphocytes T
Lymphocytes T
Lymphocytes B
Lymphocytes B
Lymphocytes B
Mastocytes
Monocytes
Macrophages

MLC

Lymphocytes T CD8
Lymphocytes T CD4
Tricholeucocyte
Tricholeucocyte
Tricholeucocyte
Cellules Endothéliales
Cellules Endothéliales
Cellules Endothéliales
Cellules Endothéliales
Carcinome

Carcinoma vésical

Origine

Humaine

Humaine
Aviaire
Aviaire
Murine
Rat
Humaine
Murine
Humaine
Humaine
Murine
Humaine
Humaine
Humaine
Porcine
Porcine
Porcine
Bovine
Humaine

Humaine

Culture cellulaire

Adh

NA

NA
NA
NA
Adh/ NA
Adh/ NA
NA
Adh
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Adh
Adh
Adh
Adh
Adh/ NA

Adh

Milieu

RPMI

RPMI

RPMI

RPMI

RPMI

DMEM

RPMI

DMEM

RPMI

RPMI

RPMI

RPMI

RPMI

RPMI

Ham F12

Ham F12

Ham F12

BAE

DMEM

DMEM

Compléments

Sérum de Poulet (1%) et BME (50 uM)
Culture a 40°C

BME (50 pM)

5 ng/mL IL-2
2 ng/mL IL-2

Sélection : Hygromycine B (100 uM) ;
Puromycine (500 mM)
Induction : IPTG (0,01M)

Milieu et sérum spécial

Tableau 17 : Conditions de culture Cellulaires et d’électroporation des différentes lignées utilisée

Electroporation

Cellules
15.10°

15.10°
15.10°
20.10°
20.10°
10.10°
10.10°
10.10°
10.10°
15.10°
10.10°
15.10°
10.10°

10.10°

10.10°

10.10°

10.10°

\Y

250

250
250
320
320
250
250
250
250
320
320
310
320

250

250

250

250

UF
950
950
950
1050
1050
950
950
950
950
1050
1050
950
1100

950

950

950

950



Il - Les tests cellulaires
A - Les tests de proliférations

Pour les tests de proliférations, les cellules sont lavées deux fois dans un milieu de
culture sans sérum, puis déprivees 4h (cellules A20) ou 48h (cellules Kit 225) dans
I’incubateur en milieu de culture sans sérum. Les tests de prolifération ont été réalisés dans
des plaques 12 puits & fond plat & raison de 10.10° cellules par puits dans les différentes
conditions indiquees. Les cellules sont ensuite mises en culture a 37°C sous 5% de CO,. Aux
temps indiquées, les cellules sont homogénéisées, 20 uL de milieu de culture sont prélevés,
dilués au demi avec une solution de bleu trypan 15% ©'®™A)_ | es cellules sont alors comptées
2 fois sur cellules de Mallassez.

B - Les tests d’adhérence

Pour les tests d’adhérence les cellules sont lavées 2 fois en milieu de culture sans sérum,
puis 2.10° cellules sont mises en culture dans un puits de plaque 6 puits & fond plat. Aux
temps indiqués les cellules non adhérentes et adhérentes sont prélevées, lavées une fois en

PBS et comptées sur cellule de Mallassez en duplicate.
C - Test d’apoptose

Pour les tests d’apoptose, 10.10° PAE et PAE V12Rac sont mises en culture sur des
boites (14 cm) de culture cellulaire (condition adhérente) ou de culture bactérienne (condition
non adhérente) en présence de 0,1 mM d’IPTG et cela en présence ou en absence de 10uM
d’inhibiteur d’Akt (Akt Inhibitor I ©aPoche™y Aprag 24h, les cellules sont collectées et
I’apoptose est détectée par un marquage annexine V-FITC ® _ jodure de propidium ©'©MA)
a température ambiante pendant 30 min a I’obscurité. Les cellules marquées sont ensuite
passées au cytomeétre en flux (EPICS® XL (") Les résultats sont obtenus grace au logiciel
EXPO32°,

Section Il Biologie Moléculaire
| - Les plasmides utilisés

Les différents plasmides utilisés sont cités dans le texte.
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Il - Les techniques de bases

A - Transformation de bactéries

1 - Préparation de bactéries compétentes

Pour permettre la transformation des bactéries celles-ci doivent étre rendues
compétentes. Pour cela, on ensemence 10 mL de milieu LB (Luria Broth EVROMEPEX)) avec une
colonie de bactérie DH5a. La suspension bactérienne est mise en culture a 37°C sous
agitation sur la nuit. Les 10 mL de culture bactériennes sont ensuite ajoutés a 200 mL de LB
et remis en culture jusqu’a obtention d’une DO a 550 nm de I’ordre de 0,5 (environ 2h). Les
bactéries sont ensuite centrifugées a 5000 rpm pendant 10 minutes. Le culot est déposé dans
la glace et repris dans 80 mL de tampon | froid (KCH,COOH 30 mM, KCI 100 mM, CaCl; 10
mM, MnCl, 50 mM, Glycérol 15%). Apres avoir laissé la suspension sur glace pendant 30
minutes, les bactéries sont centrifugées a 5000 rpm pendant 10 minutes. Le culot est ensuite
repris dans 16 mL de tampon Il (MOPS 10 mM, KCI 10 mM, CaCl, 75 mM, Glycérol 15%)
et la suspension laissée sur glace pendant 30 minutes. Enfin, la suspension est aliquotée par
500 pl dans des cryotubes V"R et stockée & -80°C.

2 - Transformation des bactéries par choc thermique

Pour la transformation des bactéries compétentes, ’ADN a transformé est préparé dans
10 uL d’eau distillée (entre 5 et 10 ng d’ADN). Ces 10 uL sont ajoutés a 100 uL de
suspension de bactéries compétentes et laissés sur glace pendant 30 minutes. Les bactéries
subissent ensuite un choc thermique pendant 2 min a 42°C, puis sont remises sur glace
pendant 5 minutes. On ajoute ensuite 900 pL de LB a 37°C sur la suspension bactérienne et
on remet ’ensemble a 37°C sous agitation pendant 1 heure. La suspension est ensuite
centrifugée et reprise dans 50 a 100 uL de LB qui vont étre déposé sur boites de LB AGAR
5% supplémentées avec 1’antibiotique de sélection. Les boites sont mises en culture toute la

nuit a 37°C. La qualité de I’ADN transformé est ensuite vérifiée par des mini-préparations.

B - Préparation d’ADN plasmidique par maxi-préparation

1 - Méthode QIAgen

Pour cette méthode, 400 mL de milieu LB supplémenté avec 1’antibiotique de sélection
sont ensemencés avec des bactéries transformées par le plasmide désiré. Apres une nuit a
37°C sous agitation les bactéries sont centrifugées et I’ADN plasmidique récupéré grace a un
kit Maxi-Prep (4" Brigvement, le culot bactérien subit une lyse, puis I’ADN chromosomal
est floculé par variation du pH. Le surnageant de cette étape va étre passée sur une colonne

échangeuse d’anions qui va retenir I’ADN plasmidique. Apres élution et précipitation de
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I’ADN plasmidique a I’isopropanol, ’ADN est repris dans un volume d’ecau bidistillée. La
concentration et la pureté de ’ADN recueilli sont évaluées a partir de la mesure de la DO a
260 et 280 nm.

2 - Méthode CsClI

Dans cette méthode, les bactéries sont mises en culture dans un milieu plus riche, le TB
(Terrific Broth). Une culture de 400 mL de bactéries poussée sur la nuit & 37°C sous agitation
est centrifugée a 5000 rpm pendant 15 minutes. Le culot bactérien est lysé, et ’ADN
chromosomal floculé. Les acides nucléiques présents dans le surnageant de cette étape sont
précipités a 1’isopropanol (2/3 surnageant-1/3 isopropanol). Aprés resuspension en eau
bidistillée, I’ARN est précipité avec de 1’acétate d’ammonium 5M. Le surnageant est ensuite
précipité volume a volume a 1’éthanol absolu. Le culot est repris dans de 1’eau bidistillée et la
solution d’ADN va ensuite étre soumise a un gradient de CsCl en présence de bromure
d’ethydium (BET) (centrifugation & 80000 rpm a 22°C toute la nuit). A I’issu de cette
séparation I’ADN marqué au BET est récupéré, le BET extrait au butanol et ’ADN repris en
eau distillé. Comme précédemment la concentration et la qualité de I’ADN récupéré sont

évaluées par mesure de la DO a 260 et 280 nm.

Il - Sous-clonage d’un fragment d’ADN dans un plasmide
A - Généralités
Suite a des problemes techniques avec la protéine V12Racl C189S-GFP, nous avons

décidé de générer un mutant HA-L61Racl C189S. Pour cela nous avons utilisé 2 méthodes,

un sous-clonage et la mutagénése dirigée.
B - Méthode de sous-clonage

La séquence de la protéine Rac posséde un site de restriction unique pour I’enzyme
Notl en son centre. L’insert codant pour la protéine Rac est cloné ente les sites Bam HI et Eco
RI dans le vecteur pGEX2 L61Racl. Nous avons utilisé ce plasmide pour générer un fragment
de 146 pb entre les sites Notl et Eco RI a partir du plasmide pcDNA3 Racl (wt) C189S. La
méme digestion du plasmide pGEX2 L61Racl nous a permis de recueillir un fragment de 4,5
kb contenant le vecteur pGEX2 et la partie N-terminale de L61Ralc. Ces 2 fragments ont
ensuite été purifiés sur gel d’agarose a 1’aide d’un kit d’extraction d’ADN (STRATAGENE) ' Aprés
avoir contrdlé la taille des 2 fragments purifiés sur gel, ceux-ci sont ligués avec la ligase ¢
pendant 2h a température ambiante. Les différents produits de ligation ont ensuite été utilisés
pour transformer des bactéries compétentes comme décrit précedemment. Les différentes

colonies obtenues ont été mises en culture liquide dans 5 mL de LB supplémenté avec
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I’antibiotique de sélection pour la nuit a 37°C sous agitation. L’ADN de ces culture a ¢été
extrait par mini-préparation et envoyer a séquencer MV BIOTECH "ne fois validé, un clone a

¢été amplifié et sous-cloné dans le plasmide pRKS5-HA entre les sites Bam HI et Eco RI.
Section Ill Biochimie
| - Anticorps

Les principaux anticorps utilisés sont listé dans le tableau suivant :

Protéine Fournisseur = Protéine Fournisseur
T Akt CST p85p (T15) SEROTEC
S Akt CST ERK % CST

Akt BD T2 ERK v CST

Myc (9E10) ICRF T'82/y*# p38 CcST

HA (12CAb) ICRF S p53 CST

HA (3F10) ICRF p53 CST

EE ICRF Y'® STAT3 CST

GST Y®* STATS CST

Racl UBI Y*0p130%"° CcST

RhoA sc p130°As BD

Cdc42 BD phospho-SMAD 1/5 CST

PTEN SC Vinculine (hvin) SIGMA
SHIP SC cortactine uBl

p85a (U5) ICRF VE-cadhérine Bender-System

Tableau 18: Anticorps utilisés

Il - Les méthodes de précipitations sélectives
A - Les Immunoprécipitations

Cette technique consiste a précipiter une protéine d’intérét grace a I utilisation
d’anticorps spécifiques de cette protéine et dont la partie constante est reconnue par la
protéine G couplée a des billes de sépharose ““™™™™_ Pour ces expériences, 10.10° a 20.10°
cellules sont lysées pendant 30 minutes dans le tampon (TRIS 20 mM (pH 7,5), EDTA 2 mM
(pH 8.3), NaCl 150 mM, Brij97 0.5%, NaF 10 mM, Naz;VO4 2 mM, PMSF 0.5 mM,
leupeptine et pepstatine 5 mg/mL). Apres centrifugation du lysat pendant 10 minutes a 14000
rpm, celui-ci est soumis a un pré-clearing avec 20 ul de protéine G-sépharose équilibrée en
tampon de lyse (volume a volume) a 4°C pendant 1 heure sur un soleil. A I’issu de cette étape
les surnageants sont incubés avec 20 uL de protéine G-sépharose et 5 pg d’anticorps pendant
2 heures a 4°C sur soleil. Apres 4 lavages avec le tampon de lyse, les billes sont reprises dans

du Laemmli buffer 1X, mises a 95°C pendant 5 minutes et déposée sur gel de polyacrylamide.
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B - Les expériences de précipitations sélectives

L’activité des GTPases est évaluée par une technique de précipitation sélective basée
sur la reconnaissance des séquences CRIB (pour Rac et Cdc42) (Sander et al., 1999; Moreau
et al., 2003) et RBD (pour RhoA) par la forme active des GTPases.

La premiere étape de cette technique consiste a produire la protéine de fusion GST-
CRIB ou GST-RBD et a effectuer le couplage de la GST avec des billes de glutathionne-
agarose. Pour cela, on met une colonie de bactérie transformées avec le plasmide pGEX-
CRIB (PAK) ou pGEX RBD (rhotékine) dans 50 mL de LB supplémenté avec 100 pg/mL
d’ampiciline (SIGMA) en culture a 37°C sur la nuit. Le lendemain, ces 50 mL sont ajoutés a
350 mL de LB sans antibiotique et mis en culture jusqu’a obtention d’une DOgq de 0,5-0,6. A
ce stade, la synthése de la protéine de fusion est induite par addition d’IPTG 0,1 mM.
L’incubation se fait pendant 1 heure & 37°C. La culture bactérienne est ensuite centrifugée et
le culot repris dans un tampon de lyse. Les bactéries sont ensuite sonique 4x30 secondes a
4°C. Apres sonication, le lysat bactérien est mis en contact avec les billes de glutathione-
agarose pendant 1h sous agitation a 4°C. Finalement, les billes sont culotées a faible vitesse
(500 rpm) et lavées 3 fois avec un grand volume de tampon de lavage, avant d’étre
resuspendues volume a volume. La quantité, et la qualité des billes sont évaluées par

migration sur gel de polyacrylamide et coloration au bleu de Coomassie.

Pour les expériences de pull-down, 10.0° & 20.10° cellules sont lysées avec un tampon
contenant. Une partie du lysat est ensuite incubé avec les billes glutathionne-agarose chargée
avec la protéine de fusion GST désirée pendant 2h dans la glace sous agitation. A 1’issue de
cette incubation les billes sont lavées 3 fois avec un grand volume de tampon de lyse. Les
billes sont alors reprises dans du Laemmli buffer 1X, mises a 95°C pendant 5 minutes et
déposées sur gel de polyacrylamide, parallélement au lysat total. L’activité des GTPases est
évaluée a partir du ratio entre les bandes détectées en western blot par les anticorps

spécifiques anti-Rac, anti-Cdc42 ou Anti-RhoA pour le lysat total et le pull down.
Il - Fractionnement Cellulaire

Pour les expériences de fractionnement cellulaire, 10x10° cellules DT40 wt ont été
déposées soit sur boites de culture « classique » (condition adhérente) soit sur boite de culture
bactérienne (condition non adhérente) pendant 3 h en présence de 1,5% de sérum. Les cellules
sont ensuite lysées pendant 30 minutes a 4°C a I’aide d’un tampon de lyse hypotonique (Tris
(pH 7,5) 10 mM, NaCl 1,5 mM, MgCl, 1 mM, DTT 1 mM, Na;VO4 2 mM, PMSF 0,5 mM et

leupeptine et pepstatine a 5 mg/mL). Le lysat est homogénéisé a la seringue (aiguilles 23G)
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15 fois, puis centrifugé a 14000g pendant 30 min. Le surnageant (fraction cytosolique) est

ensuite déposé et migré sur gel SDS-PAGE.

IV - Immunofluorescence
A - Les marquages

Les expériences de localisation cellulaire ont été réalisees par immunofluorescence. Les
cellules adhérentes sont ensemencées sur des lamelles de verre de 22 mm de diametre dans du
milieu complet. Les lamelles sont rincées dans du PBS puis fixées 10 minutes dans une
solution de PFA 3%. Pour les cellules non adhérentes les cellules sont fixées 10 min dans une

solution de PFA 3% puis sédimentées sur lamelles recouverte de poly-L-lysine.

Les cellules sont ensuite rincées dans le tampon CB puis perméabilisées 10 minutes en
présence de TBS contenant 0,1% Triton X-100. Aprés trois lavages de 10 minutes dans du
TBS, les cellules sont incubées 1 heure dans la solution de blocage (BS). Elles sont ensuite
mises en présence du premier anticorps, dilué dans cette méme solution pendant 1h. Apres
trois lavages dans du TBS, les cellules sont incubées 30 min & I’obscurité en présence des
anticorps secondaires couplés aux alexa-488 (vert) ou 546 (orange) et le cas échéant de la
phalloidine-alexa 635 (rouge) et du hoechst 33341 (bleu). Les lamelles sont finalement
rincées trois fois dans du TBS. Les lamelles sont ensuite montées sur lames avec le milieu de

montage Fluoromont®.
B - Microscopie

Les lames sont analysées en microscopie confocale, sur un systeme ZEISS LSM510
basé sur un microscope inversé de type Axiovert 200M. Les images sont acquises via le
programme propriétaire de ZEISS en utilisant un objectif Plan-Apochromat” 63x (NA : 1,40)
Oil DIC M27 (dt=0,19mm). Les différents anticorps secondaires fluorescents utilises sont
couplé soit a I’alexa-488, soit a 1’alexa-546. En complément 1’Actine est marquée par la
phalloidine-635 et I’ADN par le hoechst 33342. Les images quatre couleurs sont obtenus
aprés excitation par les lasers de longueurs d’onde, 405 nm (bleu, hoechst), 488 nm (vert,
alexa-488), 546 nm (orange, alexa-546) et 635 nm (rouge, alexa-635). Le retraitement des
images a éteé effectué a I’aide du logiciel propriétaire de ZEISS (Colocalisation, profile de

fluorescence) et de Photoshop® CS 4%,
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Résumé

Les RhoGTPases régulent une multitude de fonctions cellulaires. Les travaux présentés dans cette
these mettent en évidence les interrelations entre deux phénoménes majeurs controlés par cette classe de
molécules que sont la régulation de 1’organisation du cytosquelette d’actine et la survie cellulaire.
L adhérence a la matrice extracellulaire joue un réle actif dans la survie cellulaire essentiellement grace a
la kinase Akt qui assure la protection contre 1’apoptose. La 1% partie de ce travail a permis de caractériser
une nouvelle voie d’activation d’Akt par la GTPase Rac, sollicitée dans des situations ou I’interaction
avec la matrice est réduite. Mise en évidence dans des cellules non adhérentes, nos travaux montrent que
cette voie est également opérationnelle dans des cellules adhérentes mises en suspension. Ces
observations sont supportées par la mise en évidence, in vitro, d’un complexe contenant Akt et Rac
activées dans les cellules en suspension. Dans la 2°™ partie, nous avons exploré le role des RhoGTPases
dans la morphologie de cellules leucémiques atypiques, qui présentent des prolongements cytoplasmiques
caractéristiques, les Tricholeucocytes. Nous demontrons une relation entre cette morphologie et un fort
taux d’activation des GTPases Rac et Cdc42. Le traitement de ces cellules & I’'IFNo normalise ces
activités par un mécanisme faisant intervenir RhoA et p53. Dans la 3*™ partie, nous nous sommes
intéressés a des structures d’adhérence appelés podosomes dont la formation est dépendante des GTPases

Cdc42 et RhoA. Nous avons montré pour la premiere fois, I’existence de ces structures in vivo.
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Implication des Rho GTPases dans la survie cellulaire et I’adhérence : Caractérisation d’une nouvelle voie
d’activation de la kinase Akt par Rac

Les RhoGTPases régulent une multitude de fonctions cellulaires. Les travaux présentés dans cette thése mettent en
évidence les interrelations entre deux phénomeénes majeurs contr6lés par cette classe de molécules que sont la régulation
de I’organisation du cytosquelette d’actine et la survie cellulaire. L’adhérence a la matrice extracellulaire joue un role
actif dans la survie cellulaire essentiellement grice a la kinase Akt qui assure la protection contre 1’apoptose. La 1
partie de ce travail a permis de caractériser une nouvelle voie d’activation d’Akt par la GTPase Rac, sollicitée dans des
situations ou I’interaction avec la matrice est réduite. Mise en évidence dans des cellules non adhérentes, nos travaux
montrent que cette voie est également opérationnelle dans des cellules adhérentes mises en suspension. Ces observations
sont supportées par la mise en évidence, in vitro, d’un complexe contenant Akt et Rac activées dans les cellules en
suspension. Dans la 2°™ partie, nous avons exploré le role des RhoGTPases dans la morphologie de cellules leucémiques
atypiques, qui présentent des prolongements cytoplasmiques caractéristiques, les Tricholeucocytes. Nous démontrons une
relation entre cette morphologie et un fort taux d’activation des GTPases Rac et Cdc42. Le traitement de ces cellules a

3 eme

I’IFN normalise ces activités par un mécanisme faisant intervenir RhoA et p53. Dans la partie, nous nous sommes
intéressés a des structures d’adhérence appelés podosomes dont la formation est dépendante des GTPases Cdc42 et RhoA.

Nous avons montré pour la premicre fois, I’existence de ces structures in vivo.

Implication of Rho GTPases in cellular survival and adherence: Characterization of a new activation pathway of

Akt kinase by the GTPase Rac

RhoGTPases control a multitude of cellular functions. The work presented in this thesis highlights the relationships
between two major phenomena controlled by this class of molecules which are the regulation of the organization of the
actin cytoskeleton and cellular survival. Adhesion to the extracellular matrix plays an essential role in cellular survival
thanks to the Akt kinase which ensures protection against the apoptose. The first part of this work led us to characterize a
new pathway of activation of Akt by the GTPase Rac, requested when the interactions with the matrix are reduced.
Highlighted in nonadherent cells, our work shows that this way is also operational in adherent cells grown in suspension.
These observations are supported by the description, in vitro, of a complex containing Akt and Rac activated in the cells
in suspension. In the 2nd part, we explored the role of RhoGTPases in the morphology of atypical leukemic cells, the
Tricholeucocytes which present characteristic cytoplasmic protrusions. We show a relation between this morphology and
a strong rate of activation of GTPases Rac and Cdc42. Treatment of these cells by IFN normalize the activities by a
mechanism RhoA and p53 dependant. In the 3rd part, we were interested in structures of adherence called podosomes on
which formation is dependent on GTPases Cdc42 and RhoA. We showed for the first time, the existence of these

structures in vivo.

Mots-Clés

Rho GTPases, Survie cellulaire, Akt/PKB, cytosquelette d’actine, Tricholeucocytes, podosomes
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