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Résumé

Le neutrophile est spécialisé dans la chimiotaxie et la phagocytose. Ces deux
phénomenes sont accompagnés d’une accumulation de
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate. Ce dernier est formé par les phosphatidylinositols
3-kinases, Leur activation et la formation de phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate sont
bien caractérisés dans le neutrophile. La régulation du niveau de
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate par les lipide phosphatases est peu étudiée. Nous
avons examiné le r6le des lipide phosphatases SHIP1 et PTEN suite a la stimulation du
CD32a, un FcyR, dans la régulation du niveau de phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate.
Ce dernier augmente suite a la stimulation du CD32a. La localisation cellulaire et la
phosphorylation de SHIP1, mais pas de PTEN, sont modifies en réponse a la stimulation
du CD32a. Ces événements seraient dépendants des Src kinases. Par contre, ils seraient
indépendants de I’activation des phosphatidylinositol 3-kinases. SHIP1, et non PTEN,
pourrait donc étre impliquée dans la régulation du phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate

formé suite a la stimulation du CD32a dans le neutrophile humain.
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Abstract

The human neutrophil is a cell specialized in chemotaxis and phagocytosis. These
events are accompanied by an intracellular increase of the levels of
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate. This second messenger is synthesized by the
members of the phosphatidylinositol 3-kinases family. Their activation and
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate increase are well characterized in the neutrophil.
Little is known about the regulation of the levels of phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate
by lipid phosphatases. We evaluated the role of two lipid phosphatases, SHIP1 and PTEN,
in the regulation of the levels of phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate in response to
CD32a cross-linking, an Fcy receptor. We observed an accumulation of
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate following CD32a cross-linking. The intracellular
lécalization and phosphorylation of SHIP1, but not PTEN were modified upon CD32a
stimulation. These events are Src kinase-dependent and are independent of the activation of
phosphatidylinositol 3-kinases. SHIP1, but not PTEN, could be involved in the regulation
of phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate in response to CD32a cross-linking in human

neutrophil.
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Introduction

Chapitre 1

1.1 Le neutrophile humain

Le neutrophile est une cellule jouant un rdle de premiere ligne dans la réponse
immunitaire innée. De plus, plusieurs données récentes indiquent qu’il est aussi
probablement impliqué a l'interface entre la réponse immunitaire innée et la réponse
immunitaire acquise. Bien que I’implication du neutrophile dans le déclenchement et le
développement de multiples pathologies inflammatoires dont 1’arthrite rhumatoide et la
goutte soit admise, les mécanismes régissant le fonctionnement de cette cellule ne sont
que partiellement élucidés'. Dans cette optique, il est donc important de développer une

meilleure compréhension des voies d’activation de cette cellule afin de pouvoir mieux

contrdler ses fonctions premiéres, soient la chimiotaxie et la phagocytose.
1.1.1 Le neutrophile

La réponse immunitaire innée vise une destruction rapide des pathogénes. Elle est
non-spécifique et, contrairement a la réponse immunitaire acquise, elle peut agir deés la
premiére exposition au pathogéne. Le neutrophile, également nommé leucocyte
polymorphonucléaire neutrophile (PMN) a cause de son noyau multilobé€, tient son nom
de sa couleur neutre a une coloration de Wrightz. Il est un constituant important de la
réponse immunitaire innée, étant le premier type cellulaire arrivé sur les lieux d’une
inflammation ou d’une blessure. Il a donc comme réle de participer a la défense de

I’organisme et d’enclencher la réponse immunitaire.

Le neutrophile constitue la cellule blanche du sang la plus abondante, représentant
plus de 55% des leucocytes du sang périphériquel. En moyenne, plus de 10" neutrophiles
sont produits chaque jour par la moelle osseuse d’un étre humain adulte sain®*. Le
neutrophile se différencie dans celle-ci a partir d’une cellule-souche myéloide
pluripotente. Les facteurs de croissance GM-CSF (granulocyte-macrophage colony

stimulating factor) et G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), de méme que les



interleukines 3, 6 et 8 ont la capacité d'induire la différenciation de cellules-souches
pluripotentes en neutrophilesz‘s. Pour ce faire, la cellule passe par I’état de myéloblaste,
de promyélocyte et de myélocyte, étapes au cours desquelles elle posseéde encore la
capacité de se diviser®. Par la suite, elle devient amitotique, i.e. qu’elle ne peut plus se
diviser. Elle se transforme ensuite en métamyélocyte et finalement en neutrophile mature,

qui peut passer dans la circulation sanguine.

En I’absence d’un foyer inflammatoire, le neutrophile circule pendant quelques
heures dans le sang périphérique avant de passer dans les tissus, ol il a une durée de vie

de quelques jours seulement. Ensuite, la plupart meurent par apoptose programmeée.
1.1.2 L’adhésion cellulaire

Le neutrophile, dans la circulation sanguine, est habituellement inactif. Pour
exercer ses fonctions, il doit passer de la circulation sanguine aux tissus infectés ou
inflammés. Ce passage s’effectue en plusieurs étapes: le roulement sur I'endothélium
activé, I'activation du neutrophile, 1’adhésion et la migration transendothéliale'. Le
neutrophile exprime des molécules d’adhésion de faible affinité qui lui permettent de
rouler sur I’endothélium vasculaire activé lorsqu’il rencontre des ligands. Le neutrophile
exprime constitutivement le PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) qui se lie a la P-
sélectine et A la L-sélectine sur I’endothélium®®. Le neutrophile exprime également la L-
sélectine qui serait impliquée dans le roulement™'®. Alors qu’il roule sur I'endothélium, le
neutrophile peut é&tre activé par le fMet-Leu-Phe (N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine), I'[L-8 (interleukine 8), le C5a (complement 5a fragment), le PAF
(platelet activating factor) ou le LTB4 (leucotriene By4) solubles ou liés & un récepteur sur

I’endothélium''™"?

. Cette activation amene un changement de conformation des molécules
d’adhésion de haute affinité, les ,-intégrines, qui adoptent alors leur forme active préte a
lier leur ligand. Dans le neutrophile, il y a une activation du CD11b/CD18 (Mac-1) et du
CD11a/CD18 (LFA-1)"’. Le CD11a/CD18 peut lier ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3'¢ et le
CDI11b/CD18 peut lier ICAM-1, ICAM-2, iC3b (inactive derivative of C3b), le

17,18

fibrinogene et la E-sélectine'. L’activation des P,-intégrines méne a une adhésion

ferme sur I’endothélium. Par la suite, la transmigration s’effectue grice a la liaison



homotypique de PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) exprimé par le
neutrophile et I’endothélium'. A I'aide d’un pseudopode, le neutrophile transmigre entre
les cellules de I'endothélium du vaisseau sanguin tout en gardant un contact étroit avec

celui-ci. 11 atteint finalement les tissus.

Certaines maladies sont causées par un probléme au niveau du roulement des
neutrophiles ou de leur adhésion ferme. Par exemple, dans le cas de la LAD2 (leukocyte
adhesion deficiency 2), une expression défectueuse du glucide sialyl-Lewis X, un ligand
des sélectines, empéche une liaison entre les sélectines du neutrophile et de
I'endothélium. 11 y a donc une absence de roulement sur 1’endothélium®. Dans le cas de
LAD1 (leukocyte adhesion deficiency 1), les neutrophiles roulent mais ne peuvent pas
adhérer fermement a 1’endothélium, & cause d’une mutation dans le géne P-intégrine

CD18"*'. Ces patients souffrent d’infections séveres A répétition.
1.1.3 La chimiotaxie

Des son entrée dans les tissus, le neutrophile doit se diriger vers la source de
I'inflammation, soit les pathogeénes et les débris cellulaires, pour les éliminer. Pour ce
faire, il utilise la chimiotaxie, qui est la capacité d’une cellule a suivre le gradient
croissant d’une substance chimique’. Le neutrophile peut détecter plusieurs molécules
relarguées par des pathogénes ou par des cellules 1ésées: les peptides formylés bactériens
tel le fMet-Leu-Phe, I’'[L-8, que le neutrophile lui-méme peut sécréter, le C5a, les MRPs
(myeloid-related proteins) SI00A8, S100A9 et SI00A8/A9 et les médiateurs lipidiques
PAF et LTBsZ%. La plupart des récepteurs d’agents chimioattractants sont des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G hétérodimériques
(GPCRs)™™. Lorsque le neutrophile rencontre une de ces substances, son récepteur
spécifique est activé, ce qui déclenche une cascade de signalisation et résulte en la
polymeérisation de 1’actine. L.’actine se polymérise au front de migration de la cellule et se
27,28

dépolymérise a l'arriere™™. Il y a alors formation d’un pseudopode qui contrdle le

mouvement cellulaire et le neutrophile se dirige vers le site inflammatoire.



1.1.4 La phagocytose

Lorsque le neutrophile atteint le foyer inflammatoire, il a comme fonction de
phagocyter les pathogeénes et les débris cellulaires pour contribuer a la résorption de
I'inflammation. La phagocytose est un type d’endocytose. L’endocytose est ’action
d’internaliser des particules extracellulaires. La phagocytose est plus spécifiquement
I’internalisation active des particules de taille supérieure & 0.5 um et est dépendante de
’actine et des récepteurs. C’est un processus hautement régulé. Plusieurs cellules font
partie des cellules phagocytaires professionnelles, dont les neutrophiles, les éosinophiles,

les basophiles, les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiqueszg.

La premiere étape de la phagocytose est la reconnaissance du pathogéne par la
cellule phagocytaire. Le neutrophile étant la premiere cellule immunitaire a arriver sur les
lieux inflammatoires, il doit avoir la capacité de reconnaitre toutes les classes de
pathoggnes. Pour ce faire, il exprime des TLRs (toll-like receptors)’. Ces récepteurs
transmembranaires ont la capacité de reconnaitre les motifs PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns), qui sont des structures moléculaires retrouvées seulement dans les
pathogenes, comme le LPS (lipopolysaccharide), que I’on retrouve dans les bactéries
Gram négatif, et I"’ARN double-brin, que 1’on retrouve dans les virus. Chaque TLR lie
des PAMPs spécifiques et comme il en existe plus d’une dizaine, presque tous les
pathogenes peuvent ainsi étre reconnus. De plus le CD11b/CD18 est aussi capable de se
lier aux LPS bactériens. Le neutrophile, en exprimant tous les TLRs (sauf le TLR3) peut

donc identifer la majorité des pathogénes dés la premiére exposition™.

La stimulation des TLRs dans le neutrophile induit la production d’IL-8, la perte
de la L-sélectine a la surface, augmente 1’efficacité de la phagocytose et diminue la

réponse chimiotactique induite par I'1L-8%

. Il n’y a pas d’évidence jusqu’a aujourd’hui
indiquant que les TLRs soient des récepteurs de phagocytose & proprement parler, mais
ils pourraient faciliter la phagocytose via d’autres récepteurs, moduler la maturation des
phagosomes et influencer la transcription nécessaire a la phagocytose’'. 1l a été démontré
récemment que dans les macrophages murins MyD&88-/- (myeloid differentiation factor

88, une protéine adaptatrice impliquée dans la cascade de signalisation de la majorité des



TLRs) et tlr2-/- tir4-/-, la formation et la maturation du phagosome est plus lente lors de

la phagocytose d’une bactérie que dans les macrophages de souris sauvages™.

Les TLRs permettent surtout la reconnaissance des pathogénes. Mais les cellules
phagocytaires expriment certains récepteurs qui facilitent directement la phagocytose,
comme par exemple des récepteurs pour la portion Fc des immunoglobulines (FcRs). Ce
phénomene fait donc un lien entre la réponse immunitaire acquise et innée, les
phagocytes étant des cellules de la réponse innée, et les lymphocytes B, qui produisent les
immunoglobulines, étant des cellules de la réponse immunitaire acquise. Suite a4 une
premiére exposition a un antigéne, la réponse immunitaire acquise, via les lymphocytes
B, va produire des anticorps contre ce pathogéne. Lors d’une deuxiéme exposition, les
anticorps vont pouvoir se lier sur le pathogeéne, phénomeéne que I’on nomme opsonisation.
Les cellules exprimant des récepteurs Fc pour les immunoglobulines vont phagocyter
plus facilement ce pathogéne opsonisé. Plusieurs types cellulaires expriment des
récepteurs Fc: les monocytes/macrophages, les mastocytes, les éosinophiles, les
neutrophiles, les plaquettes et les lymphocytes B*. 1l existe différents sous-types de
récepteurs Fc, selon la classe d’immunoglobuline qu’ils lient: Feo. pour 1'IgA, Fee pour
I'IgE, Fey pour I'lgG. Les récepteurs Fey exprimés par le neutrophile seront décrits en

détails dans les sections suivantes.
1.1.5 Les granules

Au cours de la phagocytose, les particules ingérées peuvent étre détruites de deux
fagons: par la fusion du phagosome avec des granules cytoplasmiques contenant des
enzymes digestives et par la production de réactifs oxygénés par la NADPH oxidase,

¥ 2 5 q 3 34
phénomene appelé « explosion oxidative ».

Le neutrophile posséde plusieurs types de granules dans son cytoplasme. Le
contenu de certaines granules peut étre relargué dans le milieu extracellulaire pour aider a
résorber |'inflammation, mais les granules peuvent également fusionner avec le
phagosome pour digérer et détruire le pathogéne ingéré. Les granules du neutrophile sont
divisées en quatre types: azurophiles (ou primaires), spécifiques (ou secondaires),

gélatinases et sécrétoires. Les granules azurophiles contiennent de la myéloperoxidase, du



lysozyme, du BPI (bactericidal permeability increasing protein), de 1’élastase, des
cathepsines, des défensines et des hydrolases acides™ . Les granules spécifiques
contiennent du lysozyme, de la lactoferrine, de la gélatinase, de la collagénase, de la ;-
microglobuline, du récepteur du TNF (tumor necrosis factor), du récepteur du fMet-Leu-
Phe et du CD11b/CD18"Y. Les granules gélatinases contiennent une grande quantité de
gélatinase et du CD11b/CD18. Les granules sécrétoires contiennent de la phosphatase
alcaline, du CD11b/CD18, du récepteur du fMet-Leu-Phe, et du CR1 (complement
receptor 1). Les granules sécrétoires sont celles qui pourraient fusionner le plus
rapidement avec la membrane plasmique du neutrophile, lorsque celui-ci roule sur
I’endothélium activé®’. Les granules gélatinases pourraient aider le neutrophile a traverser
I’endothélium et a migrer a travers les tissus’’. Les granules spécifiques et azurophiles

fusionneraient avec le phagosome pour aider a digérer la particule ingérée”’.

Certaines maladies sont causées par un probléme au niveau des granules dans le
neutrophile. Par exemple, dans le cas du syndrome de Chediak-Higashi, on retrouve des
granules azurophiles géantes qui sont incapables de fusionner. Ces patients souffrent

d’infections sévéres'.
1.1.6 Le neutrophile et la réponse immunitaire acquise

Ce qu’il advient du neutrophile aprés qu’il ait commencé a phagocyter au site
inflammatoire ne fait pas 1’'unanimité. Certains prétendent que le neutrophile meurt

B3 Dautres

rapidement et serait ensuite phagocyté aprés qu’il ait exercé ses fonctions
affirment que le neutrophile subirait des transformations morphologiques pour devenir
une cellule présentatrice d’antigéne capable d’activer et de recruter les cellules de la
réponse immunitaire acquise. En effet, certaines substances libérées lors de la
dégranulation, comme par exemple la défensine-a et I'azurocidine, sont chimiotactiques
pour les cellules dendritiques immatures et les lymphocytes T*. De plus, la culture de
précurseurs tardifs de neutrophile en présence de GM-CSF, d’1L.-4 et de TNF-a induit
I’expression de plusieurs marqueurs spécifiques aux cellules présentatrices d’antigéne,

comme le HLA-DR (human leukocyte antigen DR), HLA-DQ, CD80 (B7, B7.1), CD86
(B7.2), CD40 (Bp50), CMHII (complexe majeur d’histocompatibilité de classe II), ce qui



leur permet d’activer les lymphocytes T4

. Lors de la culture de neutrophiles matures en
présence de GM-CSF, d’IFNy (interferon gamma) et de sérum autologue, on observe une
expression du CD83 (HB15), qui est un marqueur «spécifique » des cellules
dendritiques“. La granulomatose de Wegener (également appelée ANCA-associated
vasculitis) est une maladie ol on observe une destruction des vaisseaux sanguins
accompagnée d’une infiltration de neutrophiles au niveau du nez, des poumons et des
reins®. Dans ce modele inflammatoire humain, les neutrophiles expriment le CMH de
classe II, le CD80 et le CD86™. De plus, les neutrophiles de plusieurs patients atteints

d’infection bactérienne sévere expriment le CD83"®

. Le neutrophile peut également
sécréter des chimiokines qui recrutent des cellules de la réponse immunitaire acquise,
comme MIP-1a et MIP-1f} (macrophage inflammatory protein alpha et beta), qui agissent
sur les lymphocytes T et les cellules dendritiques, et IP-10 (interferon-gamma-inducible
protein-10) et MIG (monokine induced by interferon gamma), qui agissent sur les

146

lymphocytes Th1™. Le neutrophile pourrait ainsi jouer un réle dans 1’orchestration du

recrutement et de 1’ activation des cellules de la réponse immunitaire acquise et innée.
1.2 La signalisation intracellulaire
1.2.1 Les récepteurs Fcy du neutrophile

Le neutrophile humain exprime constitutivement deux FcyRs, récepteurs qu’il
exprime déja lors de sa sortie de la moelle osseuse: le CD32a (FcyRlIIa) et le CD16b
(FeyRIIIb) (voir schéma 1)*"*, Ces deux récepteurs ont une faible affinité pour la portion
Fc des IgGs, mais sont présents en grand nombre sur ces cellules. On retrouve cinq fois
plus de CD16b que de CD32a & la surface du neutrophile humain®. Le CD16b étant plus
nombreux, c’est donc probablement lui qui lie les particules opsonisées. Les études
menées par Nagarajan et al. suggerent en effet que le CD32a serait constitutivement dans
une conformation de faible affinité et qu’une stimulation par le fMet-Leu-Phe ou I'IL-8
serait nécessaire pour induire une augmentation de son affinité, un peu comme pour les

031 e neutrophile humain peut également exprimer un FcyR de haute

B.-intégrines
affinité, suite 2 une exposition prolongée a I'IENy: le CD64 (FcyRI)*>. 11 est important de

mentionner que le neutrophile humain exprime une combinaison unique de FcyRs; en



effet, le CD32a n’est exprimé que chez I'homme et le CD16b n’est retrouvé que dans le

neutrophile humain®®. Il n’existe donc pas de modeles knockout pour ces deux récepteurs.

La plupart des FcyRs comportent un domaine de liaison extracellulaire, un
domaine intramembranaire et un domaine intracytoplasmique. Ils envoient un message
intracellulaire via un motif ITAM (immuno-receptor tyrosine-based activation motif)***
ou ITIM (immuno-receptor tyrosine-base inhibitory motif)’S, qui est situé soit sur leur
propre domaine intracytoplasmique, soit sur une chaine indépendante avec laquelle ils
s"associent suite a leur stimulation. Les deux récepteurs du neutrophile sont atypiques. Le
CD32a est un récepteur avec un domaine extracellulaire, un domaine intramembranaire et
un domaine intracytoplasmique portant un motif ITAM unique (deux motifs YxxL
séparés par 12 résidus au lieu de 7) (voir schéma ). Le CD16b fait exception a la regle
car il ne posséde qu’'un domaine extracellulaire ancré a la membrane plasmique via une
molécule GPI (glycosyl phosphatidylinositol) et ne possede pas de domaine
intracytoplasmique (voir schéma 1). Ses partenaires de signalisation ne sont pas connus

dans le neutrophile, mais le CD32a et le CD11b/CD18 pourraient étre impliqués’™ .

Comme les FcyRs exprimés constitutivement par le neutrophile humain sont de
faible affinité pour leur ligand, I’activation d’un seul récepteur isolé sur une cellule n’est
pas suffisante pour avoir un effet intracellulaire. Par contre, la stimulation de plusieurs
récepteurs simultanément, ce qui se produit probablement in vive lorsqu’une particule
opsonisée entre en contact avec un neutrophile, est suffisante pour déclencher une
cascade de signalisation’. On peut mimer ce phénoméne in vitro en stimulant des
neutrophiles avec des particules couplées a des anticorps® ou encore en incubant les
neutrophiles avec des anticorps dirigés contre les FcyRs puis avec un deuxiéme anticorps
dirigé contre les premiers, ce qui aura pour effet de rapprocher les FcyRs et d’envoyer un

message intracellulaire®'.
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Schéma 1. Structure des récepteurs Fc des immunoglobulines. Les FcRs exprimés par le
neutrophile humain sont encadrés. Hogarth, PM, Current Opinion in Immunology, 14,

2002.
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1.2.2 Signalisation induite par le récepteur CD32a

Le CD32a est un récepteur activateur, ¢’est-a-dire qu’il délivre, de I’extérieur vers
I’intérieur, un signal qui stimule positivement la cellule. Dans le neutrophile humain,
immédiatement aprés la liaison du CD32a avec une particule opsonisée par des IgGs, il y
a phosphorylation du CD32a sur deux résidus tyrosine du motif ITAM de la queue
intracellulaire (tyrosine 282 et 298) par une Src kinase qui serait recrutée a la membrane
plasmique. Son identification n’a pas été confirmée dans le neutrophile, mais Fgr, Lyn et

62,63

Hck sont des candidats potentiels™™™. La stimulation du CD32a dans le neutrophile

amene une augmentation significative du profil de phosphorylation global sur les résidus
tyrosine™. Ce profil est inhibé par le PP2, un inhibiteur de la famille des Src kinases®, ce
qui montre bien que les événements de phosphorylation par les Src kinases sont
importants pour I'initiation de I’activation du CD32a%. 1l existe également un autre
résidu tyrosine dans la queue cytoplasmique du CD32a qui est phosphorylé lors de sa
stimulation (tyrosine 275) mais qui n’est pas situé dans le motif ITAM. Des études de
transfection dans les cellules COS-1 ont montré que la mutation de ce résidu n’inhibe pas
la phagocytose, mais lorsque muté simultanément avec un des résidus du motif ITAM, on
observe une diminution de la phagocytose®™. La mutation d’un seul des deux résidus
situés dans le motif ITAM diminue de moitié la capacité de phagocytose®. La stimulation
du CD32a dans le neutrophile humain induit aussi une phosphorylation de la tyrosine
kinase Syk®. Une pré-incubation avec du piceatannol, un inhibiteur de Syk, diminue la
phagocytose par le CD32a%. In vitro, les mutations du motif ITAM ont une influence sur
le recrutement de Syk®”. La phosphorylation des résidus tyrosine du motif ITAM serait

donc importante pour 1’initation de la cascade signalitique du CD32a.

La caractérisation du role de Syk dans les voies de signalisation des FcyRs a
surtout été menée dans des modéles murins, donc en I'absence de CD32a. Les
neutrophiles de souris syk-/- sont incapables de générer des réactifs oxygénés en réponse
a la stimulation des FcyRsé’g. Les macrophages de souris syk-/~ sont incapables de

phagocyter efficacement®.
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La stimulation du CD32a dans le neutrophile humain amene également une

24 64 . . . L.
% Le CD32a est recruté dans les domaines membranaires résistants

mobilisation de Ca
aux détergents aprés sa stimulation. Ces domaines membranaires sont riches en
cholestérol et en sphingolipides et sont importants pour la signalisation de plusieurs
récepteurs comme le TCR (T cell receptor) et le BCR (B cell receptor)7°. Aprés ce
déplacement du CD32a dans les domaines membranaires résistants aux détergents, on
observe une perte d’immunoréactivité avec un anticorps dirigé contre le motif ITAM de
sa partie intracellulaire®. Cette perte d’immunoréactivité pourrait étre due 2 une protéine
cytosolique, car lors de la stimulation du CD32a sur des membranes plasmiques isolées
de neutrophile, on n’observe pas ce phénomene bien que le récepteur soit phosphorylé.
Cette perte d’immunoréactivité est une observation dont la base mécanistique et la

pertinence fonctionnelle ne sont pas encore comprises’'

. La sous-unité p85 de la
phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K) est phosphorylée et retrouvée a la membrane
plasmique en réponse & la stimulation du CD32a dans le neutrophile humain, ce qui
suggere que cette derniére induit une accumulation de
phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate (PtdIns(3,4,5)P3)%. In vitro, les mutations du
motif ITAM ont une influence sur le recrutement de la sous-unité p85 de la PI3K.
L’ implication du PtdIns(3.,4,5)P; dans les fonctions cellulaires comme la chimiotaxie et la
phagocytose, sa synthése et sa régulation seront abordées plus en détail dans les sections

sulvantes.
1.2.3 Le PtdIns(3,4,5)P;

Le PtdIns(3.4,5)P; fait partie d’une classe de phospholipides qui contiennent un
groupement inositol; on les nomme phosphoinositides ou phosphatidylinositols. IIs
constituent de 2 a 8 % des lipides cellulaires totaux’? et sont formés d’une molécule D-
myo-inositol-1-phosphate liée & un groupement glycérol via un phosphate. Bien que
représentant une faible proportion des lipides totaux, ils sont toutefois profondément
impliqués dans la génération de signaux intracellulaires de plusieurs récepteurs, y

compris les FcyRs dans le neutrophile.
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Le PdtIns(3,4,5)Ps est un second messager cellulaire impliqué dans I’activation de
la cellule, la survie et la prolifération cellulaire, le traffic membranaire, la production
d’anion superoxide, la polymérisation de 1’actine, la chimiotaxie et la phagocytose (voir

schéma 2).

La formation de PtdIns(3,4,5)P; a la membrane plasmique est importante pour la
chimiotaxie et la phagocytose. On observe une accumulation de PtdIns(3,4,5)P3 dans le

neutrophile stimulé au fMet-Leu-Phe’*"

, qui est inhibée par la wortmannine, un
inhibiteur des PI3Ks’®. Une étude utilisant un domaine PH (pleckstrin homology),
spécifique pour le PtdIns(3,4,5)P3, couplé a une molécule fluorescente suggere qu’en
présence de fMet-Leu-Phe, les phosphoinositides s’accumulent au front de migration
dans les HL-60 différenciés en neutrophiles’’. Des études avec des domaines PH
suggerent que le PtdIns(3,4,5)P; s’accumule principalement a la coupe phagocytaire lors
de la phagocytose par les FcyRs’®. En effet, la formation de la coupe phagocytaire serait
accompagnée par 'accumulation de PtdIns(4,5)P; (voir schéma 3)79. Ce méme
PtdIns(4,5)P; serait ensuite transformé en diacylglycérol par la phospholipase C et en
PtdIns(3,4,5)P; par une PI3K de classe 1. Ce dernier disparaitrait rapidement apres la

fusion des pseudopodes de la coupe phagocytaire. Finalement, il y aurait formation de

PtdIns(3)P par une PI3K de classe III a la surface du phagosome.

Le PtdIns(3,4,5)P; contréle I’ activation et/ou la localisation de plusieurs protéines,
qui peuvent étre recrutées via leur domaine PH. C’est le cas par exemple pour les kinases
de la famille Tec (Bmx, Btk, Tec), les protéines adaptatrices DOS (daughter of sevenless)
et Gabl (GRB2-associated binding protein 1), des molécules d’échange GDP-GTP
(guanine diphosphate-guanine triphosphate) comme ARNO (ADP-ribosylation factor
nucleotide-binding-site opener), GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1) et
cytohesine-3, certaines GTPases comme la centaurine a et GAP1 (GTPase activating

protein 1) et la protéine kinase Akt™.
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Schéma 2. Le réle cellulaire du PtdIns(3,4,5)P;. Wymann, MP et al., Trends in
Pharmacological Sciences, 24, 2003.
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1.2.4 Les phosphatidylinositols 3-kinases

Le PtdIns(3,4,5)P; est produit par les membres de la famille des PI3Ks. Les PI3Ks
catalysent le tranfert du y-phosphate d’un groupe ATP a la position D3 d’un
phosphoinositide. Elles peuvent phosphoryler le PtdIns, le PtdIns(4)P et le PtdIns(4,5)P;
pour former du PtdIns(3)P, du PtdIns(3,4)P> et du PtdIns(3,4,5)P; respectivement (voir
schéma 4). Les produits des PI3Ks peuvent a leur tour étre régulés par des 3-lipide
phosphatases, comme par exemple PTEN, des 4-lipide phosphatases et des 5-lipide

phosphatases, comme par exemple SHIP1.

La famille des PI3Ks est regroupée en trois groupes selon leur structure et leurs
substrats: les classes I, II et III (voir schéma 5)8'. Via leurs produits, elles contrdlent
plusieurs fonctions cellulaires comme la prolifération et la survie cellulaire, le
remodelage du cytosquelette, la chimiotaxie, la phagocytose, I’adhésion, la production de

80,82,83
2287 Les nombreuses

superoxide, le transport du glucose et le traffic intracellulaire
isoformes et leur redondance fonctionnelle rendent leur caractérisation difficile, méme
dans les modeles de souris knockout. Toutes les sous-unités catalytiques présentent trois
régions d’homologie entre elles: un domaine HR1 (kinase domain), un domaine HR2 (PI
kinase domain) et finalement, un domaine HR3 (C2 domain)go. Plusieurs membres
possédent également un domaine de liaison & la petite protéine G Ras (HR4 ou Ras
binding domain). Il existe deux inhibiteurs couramment utilisés des PI3Ks, soit la
wortmannine, un métabolite fongique, et le composé synthétique LY294002. Les deux

substances inhibent toutes les classes de PI3Ks, étant tous deux des compétiteurs pour le

site de liaison de I’ATP et s’y liant d’une maniére irréversible™.

Les PI3Ks de classe I sont activées par des récepteurs situés a la surface de la
cellule. Les protéines de la classe I comportent toutes une sous-unité adaptatrice de 50 a
100 kDa (kiloDaltons) et une sous-unité catalytique de 110 a 120 kDa qui sont liées avec
une grande affinité. /n vitro, les PI3Ks de la classe I peuvent utiliser comme substrat le
PtdIns, le PtdIns(4)P et le Ptd[ns(4,5)P281. In vivo, leur substrat préféré est le

PtdIns(4,5)P; et elles seraient donc responsables de la production de la majorité du
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PtdIns(3,4,5)P;"". Certains membres ont également une activité protéine kinase. On les
retrouve dans le cytosol des cellules au repos. Cette classe est divisée en deux sous-

classes selon la structure et le mode d’activation: la classe IA et IB.
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La classe IA est constituée d’une sous-unité catalytique p110 (p110a, p110B ou
pl10& qui sont codées par trois génes différents). Ces sous-unités catalytiques sont
constitutivement liées a une sous-unité régulatrice (p85a, p85p, p55y, qui apres épissage
alternatif, donne sept sous-unités régulatrices différentes)™. La sous-unité p85 possede un
domaine SH3 (Src homology domain 3) dans sa région N-terminale, deux domaines
riches en résidus proline et deux domaines SH2 (Src homology domain 2). C’est via la
sous-unité régulatrice p85 que le complexe p85/p110 peut transloquer a la membrane
plasmique ou se trouve son substrat®. Via son domaine SH2, la p85 peut venir se lier aux
résidus tyrosine phosphorylés d’un récepteur, comme par exemple le motif ITAM du
CD32a”. Toujours via son domaine SH2, elle peut également interagir avec une ou
plusieurs protéines adaptatrices phosphorylées. La liaison du complexe p85/pl10 a
Ras/GTP, Shc, Cbl, Lyn, Fyn, Abl et Lck®™™®® permettrait une translocation 2 la
membrane plasmique et une activation de la sous-unité régulatrice p85. La

phosphorylation de la p85 sur un résidu tyrosine activerait le complexegg.

Les souris knockout pour le géne de la p85a meurent quelques jours apres la
naissance alors que celles knockout pour la p85p sont asymptomatiques (voir tableau
1), Les isoformes de la sous-unité catalytique p110a et p sont largement exprimés chez
les mammiferes, tandis que I’isoforme & est retrouvé dans les cellules hématopoiétiques’ .
Les souris pl10a-/- et p110f-/- meurent avant la naissance (voir tableau 1)92. Les PI3Ks

de la classe IA sont donc essentielles au bon fonctionnement de 1’organisme.
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Targeted gene Locus  Immune phenotype

P8Se/p550/pS0a/p8Sa 5q13 Perinatal lethal
Impairted B cell develop-
ment and activation
Selective loss of gastroin-
testinal mast cells and im-
paired Th2 responses to in-
testinal nematodes
Overproduction of TL-12
from DCs, enhanced Thi
responses to Leishmania
major infection

p8Sp 19q13,2 No immune phenotype re-
ported

pl110wx 3q26 Embryonic lethal

pl10B 3q23 Embryonic lethal

pl10& 193 Mice are viable, impaired T

and B cell antigen receptor
signalling, impaired B cell
development and activation

plily Tq22 Impawed T cell devel-
opment and activation,
impaired lenkcocyte
chemotaxis, decreased
oxidative burst, decreased
thromobembolism,
impaited  inflammatory
responses, improved heart
function.

PTEN 2436 Embryonic lethal, autoim-
mune disease, tumornigene-
sis, increased T cell activa-
tion and increased chemo-
taxis in heterozygote mice

SHIP-1 2436 Myeloid infiltration into
various organs, increased
myeloid cell proliferation
and survival, increased
mast cell degranulation,
increased B cell activation,
increased chemotaxis

Tableau 1. Les phénotypes de souris knockout pour les PI3Ks de classe I, SHIP1 et
PTEN. Ward, SG et Finan, P, Current Opinion in Pharmacology, 3, 2003,
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La classe 1B comporte un seul membre, la pl10y, qui est activée suite a la
stimulation des récepteurs couplés aux protéines G, dont font partie tous les récepteurs de
molécules chimiotactiques™?°. Sa molécule adaptatrice est la p101, qui présente un
domaine riche en résidus prolineq3 (voir schéma 5). La pl10y est retrouvée dans les
leucocytes des mammiféeres seulement™, Ras pourrait se complexer avec la pl10y et
’activer allostériquementgd. Les souris pll0y-/- sont fertiles et viables, mais leurs
neutrophiles et macrophages ont une capacité de migration réduite dans des modeles

3 ; 5 . . . 9596
inflammatoires in vitro et in vivo ™.

La classe II est caractérisée par la présence d’un domaine C2 supplémentaire a
"extrémité C-terminale, domaine qui lui permettrait de se lier aux lipides membranaires
d’une manigre Ca’*-indépendante’’. Ses membres ont un poids moléculaire apparent de
170-210 kDa. In vitro, leur substrat préféré est le PtdIns et avec moins d’affinité, le
PtdIns(4)P. Les membres de la classe II ont tous un domaine PX (phox homology) dans
leur extrémité C-terminale. On les retrouve constitutivement a la membrane plasmique%.
Les mammiferes expriment trois membres de la classe II: la PI3K-C2a, B, et y qui sont
codées par trois genes différents. La PI3K-C2a et B sont largement exprimées tandis que
la PI3K-C2y est retrouvée principalement dans le foie®®. Aucune protéine adaptatrice ne
leur est associée™. L'EGF (epidermal growth factor), le PDGF (platelet-derived growth
factor), I'insuline, la liaison aux intégrines et le MCP-1 (monocyte chemoattractant

protein-1) peuvent activer cette classe de PI3Ks™ %,

Les protéines de la classe III sont des homologues de la protéine de levure Vps34p
(vacuolar protein sorting mutant) et ont comme substrat le PtdIns in vitro. Elles
produisent donc du PtdIns(3)P'”. Comme la quantité de ce produit demeure constante
dans les cellules, I'activation de cette classe serait indépendante de la stimulation

cellulaire®. La protéine adaptatrice est la p150.

L'activation des PI3Ks a la membrane plasmique est importante pour le
phénomene de phagocytose par les FeyRs. Dans le neutrophile humain, la stimulation du
CD32a mene a ’activation et a la translocation a la membrane plasmique de la sous-unité

p85 et donc, par extrapolation, & I’activation de la classe IA des PI3Ks® "1™ En réponse
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a la stimulation du CD32a, on observe également une activation de la kinase Akt, qui est
activée par des produits des PI3Ks comme le PtdIns(3,4,5)P3105. Le role des PI3Ks a été
bien étudié dans des modeles de macrophages et de lignées cellulaires'®'".
L’implication des PI3Ks de la classe I et I1I dans les différentes étapes de la formation et
de la maturation du phagosome a €été suggérée dans les modele de cellules COS
transfectées avec le CD32a fusionné a la sous-unité de la p85 et dans les macrophages

murins transfectés avec le CD32a ',

L’activation des PI3Ks est également importante pour la chimiotaxie. Dans le
neutrophile, la classe IB (p110y/pl01) est impliquée dans la réponse aux agents

chimioattractants comme le fMet-Leu-Phe>?>6111

. Les neutrophiles murins p/10y-/- ont
une capacité réduite de répondre 2 I’agent chimiotactique fMet-Leu-Phe''?. Les PI3Ks

sont donc importantes dans la phagocytose et la chimiotaxie.
1.3 La lipide phosphatase PTEN

La chimiotaxie et la phagocytose sont accompagnés d’une accumulation du
second messager cellulaire PtdIns(3,4,5)P; dans le neutrophile humain. Mais le mode de
régulation des niveaux de PtdIns(3,4,5)P; est peu caractérisé dans ce type cellulaire.
Deux lipide phosphatases utilisent le PtdIns(3,4,5)P3 comme substrat et pourraient donc
réguler 1’accumulation de PtdIns(3,4,5)P;: PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten) et SHIP1 (Src homology-2 containing 5’-inositol
phosphatase 1) (voir schéma 6). Ces deux protéines seront décrites en détails dans les

sections suivantes.

1.3.1 Fonctions et structure de PTEN

PTEN est également appelée MMAC1 (mutated in multiple advanced cancers 1)
ou TEP1 (TGFp-regulated and epithelial cell-enriched phosphatase 1). Cette protéine a
été identifiée simultanément par plusieurs groupes qui, en étudiant une région
fréquemment mutée sur le chromosome 10, ont découvert que cette région codait pour la
protéine PTEN""*'. Comme ces mutations sur le chromosome 10, plus particuliérement

dans la région 10q23, étaient retrouvées dans plusieurs types de tumeurs, ces groupes ont
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supposé que PTEN pourrait étre un anti-oncogene, ce qui s’est avéré étre le cas. En effet,
PTEN est fréquemment mutée dans les cancers du cerveau, du sein et de la prostate' .
De plus, la maladie de Cowden et le syndrome Bannayan-Zonana, qui sont caractérisés

par la prédisposition aux cancers, seraient causés par une mutation germinale de
PTEN!!6117

PTEN est une protéine ubiquitaire d’environ 403 acides aminés. Son poids
moléculaire apparent est de 55 kDa sur un gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)''*. Elle posséde un domaine phosphatase dans la
partie N-terminale (résidus 1 a 185) (voir schéma 7). La région C-terminale contient un
domaine C2 (résidus 186-351) qui lui permettrait de se lier aux phospholipides

118,119

membranaires , un domaine riche en proline, un motif PEST qui la rend sensible a la

dégradation par le protéasome et un domaine PDZ qui lui permet de se lier aux protéines
MAGI-2 et MAGI-3 (membrane-associated guanylate kinase with inverted orientation 2
et 3)'?>'2 PTEN est essentielle pour le développement car les souris pfen-/- meurent

avant la naissance (voir tableau 1yt

124,125

. De plus, les souris pten+/- ont une plus grande

susceptibilité aux cancers



24

A Receptor

PKB/Akt and other targets
v
Growth
Proliferation
Survival
Motility
Polarity

Schéma 6. La synthése du PtdIns(3,4,5)P; et sa régulation par les lipide phosphatases
SHIP1 et PTEN. Leslie. NR and Downes, PC, Biochem J, 382, 2004,
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Schéma 7. Structure de la lipide phosphatase PTEN. Les astérisques représentent les sites
de phosphorylation sur les résidus sérine et thréonine. Waite, KA and Eng, C, Am. J.

Hum. Genet., 70, 2002.
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1.3.2 Activité phosphatase

PTEN contréle négativement la voie des PI3Ks en déphosphorylant en position 3’
le PtdIns(3,4,5)P; pour reformer un de leurs substrats, ¢’est-a-dire le PtdIns(4,5)P, (voir
schéma 6)'**'?’ PTEN et les PI3Ks forment donc une boucle de régulation. Par le fait
méme, PTEN contrdlerait toutes les voies en aval des PI3Ks, dont la kinase Akt'**'*°. En
controlant les niveaux de PtdIns(3,4,5)P3, PTEN controle Akt et la survie cellulaire, d’ou
sont effet anti-oncogénique (voir schéma 8). En effet, I’activité lipide phosphatase sur le

127 .
. In vitro,

PtdIns(3,4,5)P3 serait importante pour 1’activité de suppresseur de tumeur
PTEN déphosphoryle aussi 1’Ins(1,3,4,5)P4 (inositol(1,3,4,5)tétraphosphate) en position
3’, mais I"importance de cette fonction biologique n’est pas encore connue. En plus de
son activité lipide phosphatase, PTEN posseéde une activité protéine phosphatase sur des
résidus sérine, thréonine et tyrosine in vitro'>'. In vivo, elle a une activité protéine
tyrosine phosphatase sur la protéine FAK (focal adhesion kinase), ce qui lui confére un
role d’inhibiteur de ’adhésion, de la migration et de la motilité cellulaire' ™',
L’inhibition de la phosphorylation de FAK pourrait donc étre associée a son role d’anti-
oncogeéne. PTEN déphosphoryle également les résidus tyrosine de la protéine adaptatrice
Shc!¥*1%, qui contrdle la voie des Ras/MAPK (mitogen-activated protein kinase), ce qui

influencerait la motilité cellulaire et pourrait avoir un lien avec I’inhibition tumorale.
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Schéma 8. L effet anti-oncogénique de PTEN par son contréle sur ["activation d’ AKt.

Wu, X et al., BJU International, 93, 2004.
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1.3.3 Régulation de I’activité de PTEN

Le mode de régulation de PTEN n’a pas encore été défini. Plusieurs hypothéses
ont toutefois été émises. La phosphorylation des résidus sérine et thréonine du domaine
C-terminal (sérine 370 et 385, thréonine 366) inhiberait [’activité lipide
phosphatase’”>'™, la liaison aux phospholipides membranaires'’ et la stabilité de
PTEN'*® (voir schéma 9). Dans le cytosol, PTEN serait phosphorylée et la queue C-
terminale se replierait, rendant ainsi le domaine PDZ inaccessible. La kinase qui
phosphorylerait les résidus sérine et thréonine serait CK2 (casein kinase 2)!3*1%:13%
L’oxydation des résidus cystéine 71 et 124 de PTEN pourrait inhiber son activité
phosphatase et inhiber certaines interactions protéiques”q‘m. La thioredoxine, qui est une
protéine surexprimée dans plusieurs tumeurs, pourrait se lier 2 PTEN lorsque celle-ci est
oxydée et réguler négativement PTEN, favorisant ainsi |’accumulation de

PtdIns(3,4,5)P1, donc la survie cellulaire ',

La déphosphorylation rendrait le domaine PDZ accessible pour I’interaction avec
d’autres protéines, augmenterait 1’affinité pour les phospholipides membranaires et
augmenterait également la susceptibilité a la dégradationm'l:”. De plus, ces événements
de phosphorylation seraient importants pour ’interaction de PTEN avec les protéines
MAGII, 2 et 3 que I’on retrouve dans les cellules épithéliales et qui pourraient controler
positivement PTEN"?*'% 1 'activation de PTEN pourrait également se faire via la liaison
aux phospholipides membranaires PtdIns(3,4,5)P; et PtdIns(4,5)P; a la membrane

plasmique] R

PTEN est également phosphorylée sur des résidus tyrosine (tyrosine 240 et 315)
par une kinase de la famille Src' 1%, Cette phosphorylation diminuerait la stabilité de la
protéine, modifierait 1’activité lipide phosphatase positivement ou négativement selon les
études publiées et serait indépendante de la phosphorylation sur des résidus sérine et

. 3,
thréonine'**4,
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Schéma 9. Modele suggéré pour la régulation de ’activité enzymatique de PTEN par la

phosphorylation. Leslie, NR and Downes, PC, Biochem J, 382, 2004.
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1.3.4 PTEN et récepteurs Fc

Peu de publications ont rapporté une implication de PTEN dans la signalisation
des FcRs. Kim et al. ont remarqué que les cellules COS transfectées avec le CD32a
montraient une diminution de phagocytose lorsque transfectées également avec PTEN'®.
Donc, dans ce modele cellulaire, PTEN contrdlerait négativement la réponse du CD32a.
Cao et al. ont observé que les macrophages de souris pten-/- phagocytent plus que ceux
des souris pten+/+'*. PTEN aurai donc un réle inhibiteur dans la phagocytose,

probablement en diminuant ou en limitant 1’accumulation de PtdIns(3,4,5)P3.
1.3.5 PTEN et chimiotaxie

Plusieurs études dans le neutrophile et ’amibe unicellulaire Dictyostelium
discoideum suggerent que PTEN joue un réle dans la chimiotaxie. Lors de la chimiotaxie,
le PtdIns(3,4,5)P; s’accumulerait au front de migration grace a I’accumulation de PTEN a
I’arriere de la cellule en mouvement (voir schéma 10). PTEN serait donc cytosolique
dans les cellules au repos, mais s’accumulerait a I’arriere de la cellule activée par un

agent chimiotactique dans les neutrophiles murins et dans Dictyostelium discoideum"”

1“9 Ce modele est toutefois controversé dans le neutrophile'”.



Unstimulated Stimulated

Schéma 10. Modele suggéré pour I'implication du PtdIng(3.,4.5)P; et de PTEN dans la
chimiotaxie. Sulis ML, Trends Cell Biol, 13, 2003.
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1.4 La lipide phosphatase SHIP1

Le PtdIns(3,4,5)P; peut étre régulé par PTEN, mais également par SHIPI.
Contrairement 2 PTEN, cette lipide phosphatase déphosphoryle le PtdIns(3,4,5)P3 en
position 5’ pour former du PtdIns(3,4)P,, qui n’est pas un substrat pour les PI3Ks. SHIP2
est une autre lipide phosphatase qui peut déphosphoryler le PtdIns(3,4,5)P3 en position 5’

et qui sera traitée dans la section suivante.
1.4.1 Structure et fonctions de SHIP1

La protéine SHIP1 a été identifiée par trois groupes différents qui observaient la
liaison d’une protéine de 145kDa avec la protéine adaptatrice Shc en réponse a
I’érythropoiétine, 1'IL-3, le Steel factor, la stimulation du BCR et du TCR ainsi qu’a
certains facteurs de croissance comme le M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor)'*'*°, SHIP1, qui est également nommée SHIP1a, posséde 1190 acides aminés et
un poids moléculaire apparent est d’environ 145 kDa sur un gel SDS-PAGE (voir schéma
11). 11 existe plusieurs homologues de SHIP1 de poids moléculaire inférieur a 145kDa,
nommés SHIPIP et SHIP16, mais leur origine et fonction n’ont pas encore été
déterminées'>*'* (voir schéma 11). Les acides aminés 1 & 100 représentent le domaine
SH2, qui est important pour la liaison a des résidus tyrosine phosphorylés, comme les
motifs ITIM et ITAM phosphorylés' LIS es acides aminés 400 A 866 forment le
domaine lipide phosphatase de SHIP1. Les derniers 300 acides aminés constituent le
domaine C-terminal et contiennent deux résidus tyrosine qui peuvent étre phosphorylés
(tyrosine 917 et 1020). Lorsque phosphorylés, ces résidus sont des sites de liaison pour
les domaines SH2 et PTB, pour la protéine adaptatrice Shc par exempie'ss. La queue C-
terminale est riche en résidus proline qui interagissent avec les domaines SH3. SHIP1 est

une protéine majoritairement exprimée dans les cellules hématopo‘fétiques'sl.
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A
SH2 domain: 5 [Pase Domain: C-terminus:
Interacts with Catalyzes the conversion of Phosphotyrosines mediate
phosphorylated TIMs, PI3.4,5)P, to PU34)P, and idteractions with PTB and
ITAMs:, and possibly H1.34.5P, o H1,34)P, SH2 domains. Proline-rich
cytoplasmic proteins regions interact with SH3
1 l / domains.
SHIPI{S
SHIPLG
SHIP2
B

L 64 %
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Schéma 11. Structure des lipides phosphatases SHIP1 et SHIP2. A: La structure de
SHIP1, de ses homologues et de SHIP2. Les domaines ainsi que leurs interactions
protéiques sont indiqués. March, ME et Ravichandran, K, Seminars in Immunology, 14,
2002. B: Le pourcentage d’homologie entre SHIP2 et SHIP(1). Les sites de
phosphorylation sur des résidus tyrosine sont indiqués par des fléches. Pesesse X. et al.,

Biochem Biophys Res Commun, 239, 1997.
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1.4.2 Activité phosphatase de SHIP1

SHIP1 posseéde une activité 5’-lipide phosphatase et utilise comme substrat le
PtdIns(3,4,5)P3 et 1'Ins(1,3,4,5)P,°""**, Tout comme PTEN, son activité sur le
PtdIns(3,4,5)P4 lui confére un réle régulateur de la voie des PI3Ks, plus particulierement
sur les protéines comme Btk'* et Akt'*'%?, Contrairement 3 PTEN, SHIPI ne produit
pas un substrat des PI3Ks, mais du PtdIns(3,4)P,. Le domaine C-terminal serait important
pour I’hydrolyse du PtdIns(3,4,5)P;'®, Comme SHIP1 compétitionne avec Grb2 pour la
liaison 2 Shc, elle pourrait également contribuer 2 la régulation négative de Ras'™*. La
fonction biologique de SHIP1 semble étre étroitement reliée a la régulation de la survie
des cellules myéloides. En effet, les souris knockout pour ce géne sont viables et fertiles
mais souffrent d’hyperprolifération des cellules myéloides (voir tableau 1)'*. La
longévité de ces souris est donc plus courte car elles finissent par mourir d’infiltration
pulmonaire de macrophages et neutrophiles. Les neutrophiles et les BMMCs (mast cells
from the bone marrow) des souris shipl-/- sont moins sensibles aux stimuli apoptiques a
cause de I’accumulation de PtdIns(3,4,5)P; et de I’activation constitutive d’ Akt dans ces

161

cellules . Gardai et al. ont proposé un modéle d’induction d’apoptose via I’inactivation

d’ Akt par SHIP1 dans les neutrophiles humains'®.
1.4.3 Régulation de ’activité

SHIP1 est constitutivement active et sa localisation dans la cellule détermine son
activité'®. En réponse a la stimulation de plusieurs récepteurs, elle transloque 2 la
membrane plasmique, oll se trouve son substrat, via une protéine adaptatrice comme Shc
ou via son domaine SH2"'®. Elle est ensuite phosphorylée sur des résidus
tyrosine*""'*’. Cette séquence d’événements reste 2 étre validée dans le neutrophile (voir
article Chapitre II). La tyrosine kinase responsable n’a pas encore été identifiée mais Lck

158,166

et Lyn sont deux candidats potentiels . La phosphorylation sur des résidus tyrosine

de SHIP1 est donc un indice de sa translocation & la membrane plasmique. La fonction de
ces événements de phosphorylation n’est pas encore connue. En effet, in vitro, SHIP1

phosphorylée et SHIP1 non phosphorylée ont la méme activité enzymatique152'166'168’169.
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Plusieurs interactions protéiques avec SHIP1 ont été rapportées. En plus de la
protéine adaptatrice Shc, elle peut se lier a la tyrosine phosphatase SHP2 (SH2-

170071 "3 la sous-unité p85 de la PI3K'”, a la protéine

containing tyrosine phosphatase 2)
adaptatrice GAB1'” et aux protéines DOK1 (docking protein 1) et CRKL (CRK like
protein)'74. Un complexe SHIP1/She/DOK1 a également été rapportc-":”S 176 Donc, en plus
de son role dans la régulation du PtdIns(3,4,5)P;, SHIP1 pourrait étre une protéine

adaptatrice.
1.4.4 SHIP1 et récepteurs Fc

Le role de SHIP1 dans la signalisation de plusieurs FcRs est bien établi. SHIP1,
qui est plutét une molécule inhibitrice, se lie pourtant aussi bien & des FcRs portant un
motif inhibiteur ITIM qu’a ceux portant un motif activateur ITAM, ce qui est plutdt
inhabituel. Par exemple, le récepteur CD32b (FeyRIIb), qui contient un motif ITIM et qui
est exprimé par les lymphocytes B, les mastocytes et les macrophages™, recrute SHIPI,
ce qui a pour effet d’inhiber Iactivation du BCR et des FcRs dans ces cellules'’”"'"®. Dans
le mastocyte, SHIP1 a la capacité de se lier 2 I'ITAM du FceRI via sa chaine vy et serait
impliquée dans sa régulation négative”g'lso. En effet, les mastocytes dérivés de la moelle
osseuse de souris shipl-/- dégranulent plus facilement que ceux des souris shipl-/+ ou
shipl+/+ en réponse a la stimulation du FceR'™'. Le récepteur de haute affinité FeyRI
aurait également la capacité de recruter SHIP1 via I'ITAM de la chaine y'%°. Donc autant

les FcRs activateurs qu’inhibiteurs peuvent recruter SHIP1.

Des études dans des lignées de monocytes suggerent un role de SHIP1 dans les
voies de signalisation du CD32a. La stimulation du CD32a dans la lignée humaine de
monocytes U937 induit la phosphorylation de SHIP1 sur des résidus tyrosine'®’. In vitro,
SHIP1 peut lier un peptide correspondant au motif ITAM du CD32a et co-
immunoprécipite avec la protéine adaptatrice Shc'®’. Dans la lignée humaine THP-1,
SHIP1 co-immunoprécipite avec le CD32a lorsque celui-ci est stimulé'”’. De plus, la
transfection de cellules COS-7 avec un dominant négatif de Shc empéche la
phosphorylation de SHIP en réponse a la stimulation du CD32a, ce qui signifie que

SHIP1 devrait se lier a Shc pour étre phosphorylée'57. Dans les COS-7 surexprimant le
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domaine SH2 de SHIP1, on voit une diminution de la phosphorylation de SHIP1 en

157

réponse a la stimulation du CD32a”". Donc, c’est via son domaine SH2 que SHIPI

pourrait étre activée suite a la stimulation du CD32a (voir schéma 12),
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| sHIP

Schéma 12. Modéle suggéré pour I’implication de SHIP(1) en réponse 2 la stimulation du
CD32a dans le macrophage. Le recrutement d’une Src kinase induirait la phosphorylation
du motif ITAM, le recrutement et la phosphorylation de la protéine adapatatrice Shc et de

SHIP1. Tridandapani, S, J1, 169, 2002.
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1.4.5 SHIP1 dans la phagocytose et chimiotaxie

Cox et al. ont observé que les macrophages murins exprimant un dominant négatif

de SHIPI ont un taux de phagocytose plus élevé que les cellules s.auvages]mr

. De plus, les
résultats obtenus par Nakamura et al. suggerent que les macrophages de souris ship/-/-
ont une capacité de phagocytose plus importante que les macrophages de souris
sauvages' ™. Donc SHIP1 contrdlerait négativement la phagocytose dans les macrophages
murins. SHIP1 est retrouvé a la coupe phagocytaire lors de la stimulation des FcyRs de
macrophages murins, probablement & cause d’une accumulation de PtdIns(3,4,5)P; a cet
endroit'”. Peu d’études ont démontré un lien entre I’activation de SHIP1 et le phénomene
de chimiotaxie. Les macrophages des souris ship/-/- montrent une chimiotaxie accrue en

183

réponse a la chimiokine SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) ™. SHIP1 pourrait donc

jouer un rdle inhibiteur dans les phénomenes de chimiotaxie et de phagocytose.
1.5 La lipide phosphatase SHIP2

SHIP2 est un homologue de SHIP1 et peut également utiliser le PtdIns(3,4,5)P;
comme substrat pour former du PtdIns(3,4)P;. Elle a une structure semblable & SHIP1 et

un domaine lipide phosphatase conservé (voir schéma 11).
1.5.1 Structure et fonctions de SHIP2

La protéine SHIP2 a été identifiée par Pesesse ef al. quelques années apres
SHIP1'®, Mais Guilherme et al. avaient déja remarqué I’activation d’une protéine ayant
une activité 5'-phosphatase en réponse a I'insuline et qui était différente de SHIP1'®,
SHIP2 est une protéine de 1258 acides aminés d’un poids moléculaire apparent d’environ
160kDa sur gel SDS-PAGE. Sa structure lui confére une grande homologie avec SHIP2
(voir schéma 11). Les domaines SH2 et phosphatase sont conservés. La queue C-
terminale contient seulement un résidu tyrosine qui peut étre phosphorylé (tyrosine 987).

Contrairement & SHIP1, elle est largement exprhnée'84’lsf’.

Tout comme SHIP1, elle a une activité 5’-phosphatase sur 1'Ins(1,3,4,5)P4 et sur
le PtdIns(3,4,5)P;'*, et peut donc controler négativement la voie des PI3Ks. Plusieurs

études proposent un réle régulateur dans la voie de I'insuline pour SHIP2'®, En effet, les
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~

souris knockout pour ce géne sont plus sensibles a I'insuline, ce qui résulte en une
hypoglycémie sévére et une mort des nouveau-nés'®, Marion et al. ont publié des
résultats reliant des mutations du géne SHIP2 au diabete de type II chez I'homme et le

0
rat'®

. La surexpression de SHIP2 dans les cellules CML (chronic myelogenous
leukemia) inhibe leur prolifération, ce qui porte a croire que SHIP2 pourrait également
jouer un réle inhibiteur dans la prolifération cellulaire'™. Prasad er al. ont observé une
phosphorylation de SHIP2 en réponse a I’adhésion de cellules HeLa sur le collagéne I, ce

qui suggére un role de SHIP2 dans le remodelage du cytosquelette dans ces cellules''.
1.5.2 Régulation de I’activité de SHIP2

Tout comme SHIP1, I’activité enzymatique de SHIP2 ne serait pas modifiée par
sa phosphorylation sur des résidus tyrosine, qui serait Src-dépendante'’. Plusieurs
facteurs de croissance peuvent induire une stimulation de SHIP2: ’EGF, le PDGF, le

192 Comme

NGF (nerve growth factor), I'IGF1 (insulin-like growth factor 1) et I’insuline
SHIPI1, elle aurait la capacité d’inactiver Akt, probablement en déphosphorylant le
PtdIns(3,4,5)P;'%. Elle s’associe également a la protéine adaptatrice Shc en réponse a

certains facteurs de croissance, comme |'EGF, le NGF et le PDGF'*?,
1.5.3 SHIP2 et récepteurs Fc

L’implication de SHIP2 dans la signalisation des FcRs est moins caractérisée que
celle de SHIP1. Par contre, on sait qu’en réponse a la stimulation du BCR, elle peut aussi
étre recrutée par I'ITIM du CD32b, étre phosphorylée sur des résidus tyrosine et

. 94
s’associer a She'™,

1.6 But de ’étude

Le neutrophile est une cellule dont les fonctions principales sont la chimiotaxie et
la phagocytose. Ces deux phénomenes nécessitent 1’activation de la famille des PI3Ks.
Cette famille produit, entre autre, le PtdIns(3,4,5)P3 qui est un second messager cellulaire
lipidique. Lors de I’activation des récepteurs de chimiotaxie et de phagocytose dans le
neutrophile humain, on observe une accumulation de PtdIns(3,4,5)P; dans la cellule. La

wortmannine, un inhibiteur de PI3Ks, diminue significativement la capacité des
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neutrophiles a répondre & une substance chimiotactique et a phagocyter. Le

PtdIns(3,4,5)P; est donc important pour les fonctions principales du neutrophile.

La régulation du PtdIns(3,4,5)P; est trés peu caractérisée dans le neutrophile
humain, la plupart des travaux étant réalisés dans les macrophages et des lignées
cellulaires. Deux lipide phosphatases utilisent le PtdIns(3,4,5)P; comme substrat, soit
SHIP1 et PTEN. SHIP1 est une 5’-phosphatase et produit du PtdIns(3,4)P;. Elle est
constitutivement active et cytosolique, et serait recrutée a la membrane plasmique pour
avoir acces a son substrat, le PtdIns(3,4,5)Ps. Elle serait phosphorylée a la membrane
plasmique. Elle est exprimée dans les cellules myéloides. PTEN est une 3’-phosphatase et
produit du PtdIns(4,5)P;. Elle serait inactive et phosphorylée dans le cytosol. Son
mécanisme de régulation est inconnu, mais elle devrait transloquer a la membrane

plasmique pour étre activée. Elle est ubiquitaire.

La présente étude vise a caractériser les voies enzymatiques régulant les niveaux
de PtdIns(3,4,5)P; dans le neutrophile humain. Le modele utilisé est la stimulation du
CD32a, un récepteur de portion Fc des immunoglobulines G qui permet la phagocytose.
L’activation des lipide phosphatases SHIP1 et PTEN a été étudiée en réponse a la
stimulation du CD32a. La caractérisation des voies signalétiques menant a leur

implication a été approchée a 1’aide d’inhibiteurs de Src kinases et de PI3Ks.
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Chapitre I1

The Src Homology 2-Containing Inositol 5-Phosphatase 1 (SHIP1) is
Involved in CD32a Signaling in Human Neutrophils
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2.1 Résumé

Le phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate est important pour la chimiotaxie et la
phagocytose. Ses mécanismes de régulation sont inconnus dans le neutrophile humain.
Nous avons étudié le role de SHIP1 et PTEN, deux lipide phosphatases, dans la
régulation du phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate. Lors de la stimulation du CD32a,
on observe une accumulation de phosphatidylinositol(3.4,5)triphosphate, la
phosphorylation sur des résidus tyrosine et la translocation a la membrane plasmique de
SHIPI. La stimulation du CD32a n’influence pas la phosphorylation sur les résidus
sérine/thréonine de PTEN et sa translocation a la membrane plasmique. Un inhibiteur de
Src kinases inhibe la phosphorylation et la translocation & la membrane plasmique de
SHIP1. Un inhibiteur de PI3Ks n’a pas d’effet sur ces deux indices d’activation. Nos
résultats indiquent que SHIP1, mais pas' PTEN, serait impliquée, d’une maniére Src-
dépendante, dans la régulation de I’accumulation du PtdIns(3,4,5)P; en réponse a la

stimulation du CD32a dans le neutrophile humain.
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ABSTRACT

Phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) plays important signaling
roles in immune cells, particularly in the control of activating pathways and of survival. It
is formed by a family of phosphatidylinositol 3’-kinases (PI3Ks) which phosphorylate
PtdIns(4,5)P; in vivo. In human neutrophils, the levels of PtdIns(3,4,5)P; increase rapidly at
the leading edge of locomoting cells and at the base of the phagocytic cup during FcyR-
mediated particle ingestion. Even though these, and other, data indicate that PtdIns(3,4,5)P;
is involved in the control of chemotaxis and phagocytosis in human neutrophils, the
mechanisms that regulate its levels have yet to be fully elucidated in these cells. We
evaluated the role of SHIP1 and PTEN, two lipid phosphatases that utilize PtdIns(3,4,5)P3
as substrate, in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)P; in response to CD32a cross-
linking. We observed that the cross-linking of CD32a resulted in a transient accumulation
of PtdIns(3,4,5)P;. CD32a cross-linking also induced the tyrosine phosphorylation of
SHIPI1 and its translocation to the plasma membrane. CD32a cross-linking had no effect on
the level of serine/threonine phosphorylation of PTEN and did not stimulate its
translocation to the plasma membrane. PP2, a Src inhibitor, inhibited the tyrosine
phosphorylation of SHIP1 as well as its translocation to the plasma membrane.
Wortmannin, a PI3K inhibitor, had no effect on either of these two indices of activation of
SHIP1. Our results indicate that SHIP1, but not PTEN, is involved, in a Src kinase-
dependent manner, in the regulation of the elevated levels of PtdIns(3,4,5)P; observed upon

the cross-linking of CD32a in human neutrophils.
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INTRODUCTION

Neutrophils are important cells in the innate immune system that are quickly
recruited to infected or injured sites where one of their major function is to dispose of cells
and debris as well as invading microorganisms. The latter is accomplished through a
phagocytic process that is greatly aided by opsonization by immunoglobulins. Human
neutrophils express three receptors for the Fc domain of IgG (Fc’;{Rs)3 : one interferon-
inducible high-affinity receptor CD64 (or FcyRI) and two constitutively expressed low-
affinity receptors CD32a (or FcyRIla) and CD16b (or FeyRIIb) (1, 2). Resting neutrophils
express only CD32a and CD16b.

CD32a is an activating receptor containing a non-canonical immuno-receptor
tyrosine-based activation motif (ITAM) (3, 4). This monomeric receptor is expressed on
human neutrophils, and on platelets (5), monocytes and macrophages (2). Since this
receptor is only expressed in human, no mice knock out models are available. It has been
demonstrated that when CD32a is cross-linked by an opsonized particle, its ITAM is
phosphorylated by a Src kinase. The specific kinase(s) involved in the phosphorylation of
CD32a in neutrophils remains to be unambiguously identified although it is likely that Hck
and/or Fgr may be implicated in this process (6, 7). The phosphorylated ITAM then
becomes a docking site for SH2-containing proteins like Syk (7). PI3K, via its p85 subunit,
is also recruited to the phospho-ITAM where it gets activated (7-9). These events most
likely  underly the  accumulation of  phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphate
(PtdIns(3,4,5)P3) observed at the phagocytic cup (10). PtdIns(3,4,5)P3;, predominantly
formed by 3’-phosphorylation of phosphatidylinositol(4,5)biphosphate, is essential for the
formation of the phagocytic cup (8, 11) and regulates PH domain-containing proteins
including the Tec family of tyrosine kinases (Btk, Bmx, Tec) and the pro-survival protein

Akt/PKB (12, 13).

The lipid phosphatases PTEN and SHIP1 are known to regulate the level of
PtdIns(3,4,5)P;. SHIP1 is a 5’-phosphatase that hydrolyses Ins(1,3,4,5)P4 and
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PtdIns(3,4,5)P; (14-16). It has been implicated by several groups in the responses to the
BCR, TCR, Steel factor, IL-3, erythropoietin and growth factors and was originally
described as a 145kDa protein associated with She (14-17). This p145 protein was later
identified as SHIP1. In vitro associations of SHIP1 with many proteins including SHP-2
(18, 19), Gab family members (20, 21), Shc/Grb2 (14, 16, 22, 23), p85 (24), DOK1/CRKL
(25) and DOK3 (26) have been reported. Its role in negative regulation by FcyRIIb in B
cells has been well-characterized (27-31). SHIP1 has also been shown to be implicated in
the regulation of FceRI on mastocytes (32, 33) and of CD32a on monocytic cell lines (34).
PTEN is a 3’-phosphatase that hydrolyses PtdIns(3,4,5)P3 and Ins(1,3.4,5)P4 (35, 36).
PTEN is known as a regulator of the PI3Ks pathway (37). PTEN also possesses a tyrosine
phosphatase activity that has been implicated in the regulation of FAK (38). It is widely
expressed and well-known as a tumour suppressor, a role that is likely to be linked to its

negative regulation of the pro-survival protein Akt/PKB (37).

In view of the critical role of PtdIns(3,4,5)P; in the control of the phagocytic
process, the present studies were initiated with the aim of obtaining direct evidence, in
human neutrophils, about the mechanisms involved in the regulation of the levels of this
intermediate. The results obtained indicate that SHIP1, but not PTEN, is responsible for
regulating the increase of PtdIns(3,4,5)P3 observed upon CD32a engagement. A Src kinase-
dependent recruitment of SHIP1 to the plasma membrane appears to underlie its

mechanism of action.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents - CHAPS was purchased from Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN,
U.S.A.). PP2, PP3 and Pansorbin were obtained from Calbiochem (San Diego, CA,
U.S.A.). Sodium orthovanadate (Na3VOy), soybean trypsin inhibitor, PMSF, wortmannin
and DMSO were obtained from Sigma-Aldrich Canada (Oakville, ON, Canada). Dextran
T-500, Percoll and Protein A-Sepharose were purchased from Amersham Biosciences (Baie
d’Urfé, QC, Canada). Aprotinin and leupeptin were purchased from Boehringer
(Burlington, ON, Canada). Western lightning chemiluminescence plus was obtained from
Perkin Elmer (Boston, MA, U.S.A.). Ficoll-Paque and Mg2+—free Hank’s balanced salt
solution were obtained from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). DFP was purchased from
Helixx Technologies (Scarborough, ON, Canada). Gelatin was obtained from Fisher
(Nepean, ON, Canada).

Antibodies - The anti-CD32a monoclonal antibody IV.3 was purified from ascites of mice
inoculated with hybridoma HB 217 obtained from the ATCC (Manassas, VA, U.S.A)).
F(ab’), IV.3 fragments were prepared as previously described (39). Anti-SHIP1 and anti-
PTEN monoclonal antibodies (catalog no. SC-8425 and SC-7974 respectively) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, U.S.A.). Anti-phosphoSHIP1
and anti-phosphoPTEN polyclonal antibodies (catalog no. 3941 and 9554 respectively)
were obtained from Cell Signaling (Beverly, MA, U.S.A.). Anti-flotillinl monoclonal
antibody (catalog no. 610820) was purchased from BD Biosciences (Mississauga, ON,
Canada). Goat anti-mouse F(ab’); (anti-Fc, catalog no. 115-006-071 or anti-F(ab’), catalog
no. 115-006-072) and horseradish peroxidase-labeled donkey anti-rabbit IgGs (catalog no.
711-035-152) were purchased from Jackson Immuno-research Laboratories (West Grove,
PA, U.S.A)). Horseradish peroxidase-labeled sheep anti-mouse IgGs (catalog no. NXA931)
were obtained from Amersham Biosciences. Monoclonal anti-phosphotyrosine antibody
(4G10) (catalog no. 05-321) was obtained from Upstate Biotechnolygy (Lake Placid, NY,
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U.S.A.). Anti-actin antibody (catalog no. A4700) was obtained from Sigma-Aldrich
(Oakville, ON, Canada).

Neutrophil purification - Neutrophils were collected from healthy adult volunteers and
sterilely isolated as previously described (40). They were resuspended in Mg**-free HBSS
containing 1.6 mM of CaCl,.

CD32a cross-linking - Freshly purified human neutrophils were resuspended in HBSS at
4x107 cells/ml (except where indicated) and were pre-incubated with 1 mM DFP for ten
minutes at room temperature. The cells were then incubated with antibody IV.3 (2 pg/ml)
for five minutes and goat anti-mouse F(ab’), (anti-Fc) (40 pg/ml) (or HBSS for negative
controls) was used to cross-link CD32a for the times and temperature indicated in the
legends of the figures and in Materials and Methods. Note that in Figures 3A, 3B and 5,
F(ab”), IV.3 fragment (2 plg/ml) and goat anti-mouse F(ab’); (anti-F(ab"),, 40 pug/ml) were
used in order to avoid the overlap between the IgG heavy chains and PTEN as well as non-
specific Fcy receptors cross-linking. Stimulations were stopped at the indicated times by
transferring aliquots of the cell suspensions directly in the same volume of 2x boiling
Laemmli’s sample buffer [composition of 1x: 62.5 mM Tris/HCI (pH 6.8), 4% (w/v) SDS,
5% (v/v) B-mercaptoethanol, 8.5% (v/v) glycerol, 2.5 mM orthovanadate, 10 mM para-
nitrophenylphosphate, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin and 0.025% bromophenol
blue] and boiled for 7 minutes. Where indicated, cells were incubated with PP2 (10uM),
PP3 (10 uM) or wortmannin (200 nM) (or DMSO for negative controls) for ten minutes
before the addition of antibody IV.3.

Plasma membrane isolation - Neutrophils were incubated with DFP and CD32a was cross-
linked (or not) at room temperature. The stimulations were stopped by transferring the cells
to an ice bath. The cells were then quickly centrifuged and resuspended in modified RLB
[relaxation buffer:100 mM KCL, 3 mM NacCl, 10 mM Hepes (pH 7.4), 10 pg/ml aprotinin,
10 pg/ml leupeptin, 2 mM sodium orthovanadate, 250 pg/ml soybean trypsin inhibitor, 1
mM PMSF, 3 mM DPF]. The cells were sonicated on ice for 22 seconds at power level 1 in
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a Branson Sonifier 450 sonicator and then centrifuged at 400g for two minutes. 900 pl of
these supernatants were applied on top of a two-step Percoll gradient composed of 1.4 ml
of a 1.12 g/ml solution layered beneath 1.4 ml of a 1.05 g/ml solution, as previously
described by Kjeldsen et al. (41). The Percoll gradients were centrifuged for 30 minutes at
37,000g at 4°C in a fixed-angle rotor (Beckman TLLA100.4). The plasma membranes were
found on top of the gradients, under clear cytosol fractions. An aliquot of the cytosol
fractions was collected and boiled for seven minutes in sample buffer 2x. The plasma
membranes were collected and centrifuged at 100,000g for 45 minutes at 4°C to remove
Percoll. Plasma membranes form a visible disc above the Percoll pellet. They were

collected, resuspended in RLB and boiled for three minutes in sample buffer 2x.

PtdIns(3,4,5)P; formation - PtdIns(3,4,5)P; formation was measured as described before
(42). Briefly, neutrophils (5x10" cells/ml) were incubated with 0.5 mCi/ml of
[**Plorthophosphate (Perkin-Elmer, Norwalk, CT; 1000 Ci/mmol) for 1 h at 37°C in HBSS
without Ca**. Unincorporated radioactivity was discarded by washing twice the cells in
HBSS which were resuspended at 2 X 107 cells/ml in HBSS with Ca®* and incubated with
antibody IV.3 (2 pg/ml) at 37°C for five minutes. CD32a was then cross-linked by the
addition of goat anti-mouse F(ab’), (anti-F(ab’);, 40 pg/ml) for the indicated times.
Reactions were stopped by transferring 100 pl of solution into 100 pl of chloroform-
methanol-HCI (1/1/0.1, v/v/v) and rapid vortexing (15-30 s). The samples were centrifuged
for 5 min at 13,000g and the organic phase (lower phase) was transferred into borosilicate
tubes. Samples were applied to oxalate-treated silica gel 60 plates (Merck, Rahway, NJ,
U.S.A)), which were developed in chloroform-acetone-methanol-acetic acid-H,O
(80/30/26/24/14, v/v/viviv) for 3 h. The plates were dried, and the products were visualized
by exposure of x-ray films at -80°C or with a bioimaging analyzer (FujiFilm BAS-1800).

Pansorbin preparation - Antibody IV.3 linked to Pansorbin was prepared as described
before by Lofgren et al. (43). Briefly, Pansorbin (10% w/v) aliquots were centrifuged and
resuspended in the same volume of a solution of antibody 1V.3 (2 mg/ml pH 7.4). The

particles were incubated one hour at 4°C with gentle agitation then washed twice with PBS
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and resuspended in Na-borate buffer (0.2M, pH 9.0). The antibodies were linked to the
Pansorbin particles by the addition of dimethylpimelimidate (20 mM) for 30 minutes with
gentle agitation. The Pansorbin particles were washed in PBS and incubated with
ethanolamine (0.2M, pH 8.0) at room temperature with gentle agitation. The Pansorbin
particles were washed next in PBS and resuspended in PBS containing 0.01% merthiolate.
Pansorbin was conserved at 4°C for no more than 24 hours. Freshly purified neutrophils
(2x10" cells/ml) were stimulated by adding IV.3 paired to Pansorbin at a concentration of
100 particles/cell at 37°C. Stimulation was stopped at the indicated times as described

above by direct transfer to boiling Laemmli’s buffer.

Immunoprecipitations - Freshly purified human neutrophils (3x107 cells/ml) were incubated
with DFP (1 mM) for ten minutes at room temperature. The cells were then incubated in the
presence of antibody IV.3 and CD32a was cross-linked (or not) with goat anti-mouse
F(ab’), (anti-Fc) at room temperature for twenty seconds. The stimulations were stopped by
transfer to an ice bath followed by a ten seconds spin in a microcentrifuge. The pellets were
resuspended in cold lysis buffer [10 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.6%
CHAPS, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 2 mM sodium orthovanadate, 250 pg/ml
soybean trypsin inhibitor, 3 mM DFP, 1 mM PMSF]. After 5 minutes on ice, the cells were
centrifuged at 400g¢ for two minutes at 4°C. The supernatants were incubated in the
presence of the anti-SHIP1 antibody (1.6 pg) at 4°C with gentle rotation for two hours.
Prewashed beads were then added and incubated with gentle agitation at 4°C for one hour.
Beads were collected by 400g centrifugation and washed three times with lysis buffer.
Laemmli’s sample buffer was added next to the beads, which were boiled for 7 minutes. An
additional immunoprecipitation round was carried out on the supernatants of the first
immunoprecipitation, under the same conditions but for the half the time of the previous
immunoprecipitation. The two immunoprecipitates were pooled together and analyzed by
SDS-PAGE.

Electrophoresis and immunoblotting - Proteins were separated by SDS-PAGE on 10%
acrylamide gels, except for the kinetics, SHIP1 immunoprecipitation and 4G10 Pansorbin

immunoblots which were all done on 7.5-20% gradient acrylamide gels. The proteins were
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then transferred to PVDF membranes (Immobilon-P membranes, Millipore, Bedford, MA,
U.S.A.). Blocking agents and antibodies were diluted in a TBS-Tween solution (25 mM
Tris/HCl1, pH 7.8, 190 mM NaCl, 0.15% Tween 20). 5% (w/v) blotto solution was used to
block membranes before anti-flotillin1, anti-PTEN, anti-actin, anti-phosphoSHIP1 and anti-
phosphoPTEN immunoblotting. 2% (w/v) gelatin solution was used to block membranes
before anti-SHIP1 and 4G 10 immunoblotting. Anti-PTEN antibody was diluted 1:500 and
anti-actin antibody was diluted 1:1000 in 1% (w/v) blotto solution. Anti-SHIP1 antibody
was diluted 1:500 in 2% (w/v) gelatin solution. Anti-phosphoPTEN and anti-
phosphoSHIP1 antibodies were diluted 1:1000 in 5% (w/v) BSA solution. 4G10 was
diluted 1:4000 and anti-flotillinl antibody was diluted 1:1000 in TBS-Tween solution.
Horseradish peroxidase-labeled donkey anti-rabbit IgGs and horseradish peroxidase-labeled
sheep anti-mouse IgGs were diluted 1:20,000 in TBS-Tween solution. Chemiluminescence
reagents were used to detect antibodies, with a maximal exposure time of 5 minutes.
Restore Western Blot Stripping Buffer solution was used for 15 minutes at room

temperature (Pierce (Brockville, ON, Canada)) to strip previously blotted membranes.



52
RESULTS

Formation of PtdIns(3,4,5)P5 in response to cross-linking of CD32a

PtdIns(3,4,5)P; is an important lipidic second messenger which, albeit often indirectly, has
been implicated in many cellular responses such as survival, chemotaxis and phagocytosis
in multiple cells including neutrophils. We therefore set out to investigate the regulation of
the levels of this messenger and its implication in signaling after CD32a cross-linking in

human neutrophils.

The formation of PtdIns(3,4,5)P; in response to CD32a cross-linking was first measured.
Neutrophils were prelabeled with **P and stimulated by cross-linking CD32a for varying
times. The phospholipids were then extracted and analyzed by thin layer chromatography
as described in Materials and Methods. The results from two separate cell preparations are
shown in Figure 1A. Cross-linking of CD32a can be seen to induce time-dependent
increases in the levels of PtdIns(3,4,5)P3 as well as of phosphatidic acid (as indicated by
arrows). These data were quantified by densitometry and the average results of three
experiments are presented in Figure 1B. Statistically significant increases in the levels of
PtdIns(3,4,5)P3 were detectable within 15 seconds after cross-linking of CD32a while
maximal levels were reached after 5 minutes following which a slow decline was observed.
At its peak (300 seconds), the levels of PtdIns(3,4,5)P3 increased by about two folds.
Incubation with antibody IV.3 alone did not induce an accumulation of PtdIns(3,4,5)P;
(data not shown). These results indicate that cross-linking of CD32a results in an increase

in the levels of PtdIns(3,4,5)P; in human neutrophils.

SHIP1 and PTEN are present in human neutrophils

We then wanted to know which lipid phosphatases are involved in the regulation of the
levels of PtdIns(3,4,5)P;. PtdIns(3,4,5)P5 is formed by 3’-phosphorylation of PtdIns(4,5)P>
by a PI3K. It can then be dephosphorylated by lipid phosphatases, at the position 3’ by
PTEN (35), or 5’ position by SHIP1 (14). These lipid phosphatases are responsible for the

stabilisation and decrease of the accumulation of PtdIns(3,4,5)P; at the plasma membrane.
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We first verified by immunoblotting which of these lipid phosphatases are expressed in
human neutrophils. As shown in Figure 2, PTEN and SHIP1 are both present in human
neutrophils. We did not observe any changes in the levels of expression of SHIP1 or PTEN
following CD32a cross-linking (shown in Figure 3). These results indicate that either of
SHIP1 or PTEN could be implicated in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)P; and in
signaling through CD32a in human neutrophils.

CD32a cross-linking stimulates the phosphorylation of SHIP1 but not of PTEN

It has been well documented that the tyrosine phosphorylation of SHIP1 correlates with its
activation, although it does not increase its in vitro phosphatase activity (14, 44). PTEN, on
the other hand, can be serine/threonine as well as tyrosine phosphorylated (45-47). Little is
known, however, about PTEN activation, regulation and phosphorylation, although it has
been proposed that its serine/threonine phosphorylation is involved (46, 47). We therefore
examined the levels of SHIP1 and PTEN phosphorylation following CD32a cross-linking
in human neutrophils. As shown in Figure 3A, upper row, cross-linking of CD32a led to a
rapid and time-dependent increase in reactivity of an anti-phosphoSHIP1 antibody. The
increase in tyrosine phosphorylation was evident as early as 30 seconds, lasted up to 120
seconds and then decreased back towards baseline by five minutes. It should be noted that
some variability in the kinetics of dephosphorylation of SHIP1 was noted among individual
experiments. The addition of F(ab’); IV.3 fragment alone (in the absence of cross-linking)
did not result in detectable increases in SHIP1 phosphorylation (upper row, lanes 1-6).
Immunoblots with anti-actin and anti-SHIP1 antibodies showed equal loading in all lanes
(second and third row). As shown in Figure 3B, upper row, serine/threonine
phosphorylation of PTEN was not modified in response to CD32a cross-linking. Reblotting
with anti-PTEN and anti-actin antibodies showed equal loading. These results provide

evidence that SHIP1 was activated in response to CD32a cross-linking.

To confirm the above observations obtained with the anti-phosphoSHIP1 polyclonal
antibody, we immunoprecipitated SHIP1 and monitored its tyrosine phosphorylation with
an anti-phosphotyrosine monoclonal antibody. As shown in Figure 3C, immunoprecipitated

SHIP1 was tyrosine phosphorylated in response to CD32a cross-linking. Evidence for equal
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loading of protein was derived from parallel immunoblotting with an anti-SHIP1 antibody.

These data confirm the results obtained with the anti-phosphoSHIP1 antibody.

Antibody IV.3 linked to Pansorbin induced SHIP1 tyrosine phosphorylation

We then confirmed the implication of SHIP1 in signaling through CD32a by presenting the
antibody IV.3 coupled to killed Staphylococcus aureus particles (Pansorbin). Fe tail of
antibody IV.3 interacts with high-affinity with bacterial protein A. This mode of
presentation may be more physiologically relevant than generalized cross-linking as
achieved with a secondary anti-F(ab’), antibody in that it mimics more closely the
interaction between neutrophils and bacterial pathogens. Antibody 1V.3 was thus linked to
Pansorbin particles as described in Materials and Methods, and the cellular pattern of
tyrosine phosphorylation as well as the levels of phosphoSHIP1 in neutrophils exposed to
Pansorbin particles were then monitored. Preliminary experiments established the optimal

cells/particles ratio (data not shown).

As shown in Figure 4, upper panel, antibody IV.3 linked to Pansorbin induced a time-
dependent increase in the global tyrosine phosphorylation profile of human neutrophils.
The maximum peak of tyrosine phosphorylation was observed at five minutes, and this was
followed by a slow decline leaving diminished, although measurable, levels of
phosphorylation even after 20 minutes of incubation with particles. Note that Pansorbin
alone (in the absence of antibody IV.3) did not increase the profile of tyrosine
phosphorylation (upper panel, lanes 1-5). The addition of Pansorbin linked to antibody
IV.3, however, also increased the level of SHIP1 tyrosine phosphorylation as detected with
the anti-phosphoSHIP1 antibody (middle row). The maximal phosphorylation of SHIP1
was observed at five minutes and was maintained for 20 minutes, which correlated with the
maximal global tyrosine phosphorylation profile. Reblots with anti-SHIP1 antibody
confirmed the equal loading of protein in all lanes. Thus, we observed tyrosine
phosphorylation responses to antibody IV.3 linked to Pansorbin that were slower, longer-
lasting and weaker (though still robust) than to cross-linked CD32a. These data further
confirm that SHIP1 is tyrosine phosphorylated in response to CD32a engagement in human

neutrophils.



55

CD32a cross-linking induces the translocation of SHIP1, but not of PTEN, to the
plasma membrane

It is thought that the localization of SHIP1 to the plasma membrane plays a critical role in
the regulation of its physiological function (14, 15, 48). PTEN is also known to associate
with phospholipids at the plasma membrane (49, 50). In light of these observations, we
examined the translocation of SHIP1 and PTEN to the plasma membrane in response to
CD32a cross-linking in human neutrophils. Neutrophil plasma membranes derived from
resting cells or from CD32a-stimulated cells were thus isolated as described in Materials
and Methods. They were then immunoblotted with anti-SHIP1, anti-phosphoSHIPI, anti-
PTEN and anti-flotillinl antibodies. Flotillinl is a plasma membrane marker (51, 52) that is
not involved in CD32a signaling in human neutrophils (53). As shown in Figure 5A (lanes
1-4), little if any SHIP1, phosphoSHIP1 and PTEN were detectable in the plasma
membranes derived from control cells. The addition of F(ab’), IV.3 fragment alone did not
induce the translocation of SHIP1 and PTEN to the plasma membrane (data not shown).
After CD32a cross-linking, we observed an increase in the levels of SHIP1 (first row, lanes
5-8) in the plasma membranes. This response was observed as early as 30 seconds after
stimulation and was stable for at least 5 minutes. The appearance of SHIPI at the plasma
membrane correlated with its phosphorylation as determined by immunoblotting with anti-
SHIP1 and anti-phosphoSHIP1 antibodies. The anti-flotillinl immunoblot indicates that
near equal amounts of membranes were loaded in each lane. In contrast to the observed
stimulated movements of SHIP1, no translocation of PTEN was detectable following
CD32a cross-linking (third row, lanes 5-8). These data provide additional evidence that
SHIP1, but not PTEN, is involved in signaling through CD32a.

The stimulated movement of SHIP1 to the membrane is accompanied by a concomitant
decrease in the amounts of SHIP1 in the cytosolic fraction of the cells (Figure 5B). The
immunoblots with the anti-flotillin1 antibody indicate that little, if any, membrane material
is present in the cytosolic fractions and that equal amounts of membranes were loaded in
each lane. These data confirm that SHIP1 is recruited from the cytosol to plasma membrane

after CD32a cross-linking,.
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PP2 inhibits the tyrosine phosphorylation and plasma membrane translocation of
SHIP1 in response to CD32a cross-linking

We next characterized the mechanisms responsible for the activation of SHIP1 following
CD32a cross-linking. We first took advantage of the availability of PP2, a specific inhibitor
of the Src tyrosine kinase family (54). It is generally agreed that when CD32a is cross-
linked, one or more Src kinases (the nature of which remains to be rigorously identified) is
rapidly recruited and phosphorylates the ITAM motif of CD32a (6, 7). These
considerations led us to investigate whether the tyrosine phosphorylation and plasma

membrane translocation of SHIP1 were similarly controled by Src kinases.

To this end, neutrophils were preincubated with 10 uM of PP2, 10 uM of PP3 (an inactive
analog of PP2) or with the appropriate concentration of diluent (DMSO) for ten minutes.
The cells were then stimulated by cross-linking CD32a and processed for the monitoring of
the level of SHIP1 tyrosine phosphorylation (Figure 6) and of the translocation of SHIP1 to

the plasma membrane (Figure 7) as described in Materials and Methods.

As previously shown, CD32a induced the tyrosine phosphorylation of SHIPI, a response
that was maximal at 30 seconds (first row, left column). The data illustrated in the middle
column of the first row of Figure 6 show that PP2 inhibited the tyrosine phosphorylation of
SHIP1 induced by CD32a cross-linking. This effect was not shared by PP3, the inactive
analog of PP2. PP2, but not PP3, also inhibited the general increase in tyrosine
phosphorylation induced by cross-linking of CD32a (data not shown and (55)).
Immunoblots with an anti-actin antibody and reblots with the anti-SHIP1 antibody
demonstrated equal loading (second and third rows). These results suggest that the tyrosine

phosphorylation of SHIP1 is mediated by a (PP2-sensitive) Src kinase.

We then investigated the potential effects of PP2 on the stimulated translocation of SHIPI.
As shown in Figure 7, the translocation of SHIP1 (first row) (and of phosphoSHIP1, second
row) to the plasma membrane induced by CD32a cross-linking was inhibited by PP2, but
not by PP3. Note also that the addition of antibody IV.3 alone did not induce the
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translocation of SHIP1 and phosphoSHIP1 to the plasma membrane. Inmunoblot with anti-
flotillinl antibody showed equal plasma membrane loading (third row). These results show
that PP2 (presumably through its effect on Src kinases) inhibit the translocation of SHIP1
and of phosphoSHIP1 to the plasma membrane in response to CD32a cross-linking in

human neutrophils.

Wortmannin does not inhibit the phosphorylation of SHIP1 or its translocation to the
plasma membrane in response to CD32a cross-linking

Finally, we investigated the potential role of the formation of PtdIns(3,4,5)P3 (the preferred
substrate of SHIP1) on the phosphorylation of SHIP1 and its translocation to the plasma
membrane in response to CD32a cross-linking. To this end, we used wortmannin, a PI3K

inhibitor, which is known to inhibit the stimulated accumulation of PtdIns(3,4,5)P; (8).

As can be seen in Figure 8A, wortmannin did not inhibit the stimulation of the tyrosine
phosphorylation of SHIP1 observed in response to CD32a cross-linking (first row). As
shown above, the phosphorylation was observed as early as 15 seconds after cross-linking
of CD32a, the maximum was reached at 30 seconds and the levels returned to baseline by
120 seconds. Near identical kinetics were observed in the wortmannin samples and the
DMSO controls. Anti-actin immunoblots and anti-SHIP1 reblots showed equal protein

loading in all lanes (second and third rows).

We then examined the effects of wortmannin on the translocation of SHIP1 to the plasma
membrane. As shown in Figure 8B, wortmannin did not inhibit the translocation of SHIP1
to the plasma membrane (first row, lane 4), comparatively to a DMSO control (first row,
lane 2). Anti-flotillinl immunoblots showed equal plasma membrane loading (third row).
The potency of the wortmannin samples utilized in these experiments was verified by
looking at its inhibitory effects on the activation of the respiratory burst in response to
fMet-Leu-Phe and CD32a cross-linking (data not shown). These results show that
wortmannin does not inhibit the phosphorylation of SHIP1 or its translocation to the plasma

membrane in response to CD32a cross-linking.
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DISCUSSION

The ability of neutrophils to fulfill their critical roles in innate (and possibly also at
the interface with acquired) immunity is critically dependent on their locomotory and
phagocytic responses. These two cellular functions involve PtdIns(3,4,5)Ps, the product of
one or more PI3Ks. In the present study, we examined the implication of the two major
lipid phosphatases, SHIP1 and PTEN, that are thought to provide the counterweight to
PI3Ks and to be involved in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)P; formed upon cell
stimulation. Our results provide multiple lines of evidence indicating that SHIP1, but not
PTEN, is specifically called upon in a Src kinase-dependent manner subsequently to the

engagement of CD32a in human neutrophils.

The formation of PtdIns(3,4,5)P; in chemoattractant-stimulated neutrophils has
been well-documented (56-58). Evidence for the implication of PtdIns(3,4,5)P; in response
to engagement of Fcy receptors has, on the other hand, been mostly indirect, e.g.
accumulation of PtdIns(3,4,5)Ps;-sensitive PH domain-containing probes at the phagocytic
cup detected by immunoflurorescence (10) and recruitment and phosphorylation of the p85
subunit of PI3K (7). Our data indicate that cross-linking of CD32a leads to a rapid
(detectable within 15 sec.), but self-limited formation of PtdIns(3,4,5)P; in human
neutrophils. The accumulation of PtdIns(3,4,5)P3 reached a peak at 5 minutes and slowly
decreased afterwards up to 15 minutes. Thus, the PtdIns(3,4,5)P; response to cross-linking
of CD32a is longer lasting than that observed in response to fMet-Leu-Phe or IL-8 (58).
The identification of the specific PI3K involved was outside the scope of this study.
However, in view of the dependence of the responses to CD32a engagement on tyrosine

kinases, it is likely that one or more class 1A PI3Ks is involved.

In this study, we examined the potential involvement of two major lipid
phosphatases, namely SHIP1 and PTEN, that have been shown in various other systems to
be involved in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)Ps, in response to the signaling

following CD32a engagement. We found that human neutrophils constitutively express
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both lipid phosphatases. The most expressed SHIP1 isoform was p145 (16, 59). We did not
detect other SHIP1 isoforms (p135 or p110) in human neutrophil. The expression of SHIP2
remains to be investigated. It is thought that the tyrosine phosphorylation level of SHIP1
does not directly influence its phosphatase activity (14, 15, 44, 48) which may be regulated
more by its location in the cell rather than by its phosphorylation status (44, 48).
Nevertheless, its phosphorylation may correlate with its activation possibly by influencing
its interactions with protein partners. These considerations led us to look at the tyrosine
phosphorylation as well as the plasma membrane translocation of SHIP1 in response to
CD32a cross-linking in neutrophils. We found that SHIP1 is tyrosine phosphorylated and
translocates to plasma membranes when CD32a is cross-linked. We also found a decrease
of SHIPI in the cytosol fraction upon CD32a cross-linking. These results provide direct
evidence for the involvement of SHIP1 in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)P;
following cross-linking of CD32a in neutrophils. Our results corroborate with previous
observations indicating that SHIP1 is tyrosine phosphorylated in the responses of other Fc
receptors such as ITIM-bearing FcyRIIb (28-31), ITAM-bearing FceRI complex (32, 33) as
well as CD32a in monocytes and monocytic cell lines (34, 60, 61). These data suggest an
involvement of SHIP1 downstream these receptors. It should be noted that the membrane
translocation of SHIP1 to the plasma membrane was not monitored in these studies. As we
obtained the same results using the F(ab’); fragment, antibody IV.3 coupled to pansorbin
by its Fc tails or the complete [V.3 antibody, which is specific for CD32a (34), our results
most likely do not reflect non-specific Fc¢ receptor cross-linking or the engagement of an
inhibitory FcyR such as FcyRIIb (CD32b), but derive rather from CD32a cross-linking.
Evidence for the tyrosine phosphorylation of SHIP1 was obtained using two experimentally
independent detection methods (anti-phosphoSHIP1 immunoblots or anti-phosphotyrosine
immunoblots of anti-SHIP1 immunoprecipitates) and two separate activation protocols
(direct cross-linking of CD32a by antibodies or stimulation with antibody IV.3 linked to
Pansorbin). The detection of similar responses under these various conditions adds weight

to the physiological relevance of their occurrence.

We also looked at the potential involvement of PTEN. The mechanisms of

regulation of the activity of PTEN remain unclear, but could involve serine/threonine
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phosphorylation (46, 47, 49), oxidation (62, 63) and changes in its cellular localization (49,
50). We did not find any evidence for modifications in the phosphorylation level or the
subcellular localization of PTEN after CD32a cross-linking in neutrophils. These results
suggest that PTEN is not involved in the dephosphorylation of PtdIns(3,4,5)P; following
CD32a cross-linking in neutrophils, at least within the time frame examined. Our results
contrast with those obtained in COS cells transfected with CD32a which indicated that
PTEN could be a negative regulator of phagocytosis in these cells (64). The differences in
the experimental systems may explain the discrepancies that underlie the need for direct
investigation in primary cells. It is also noteworthy that the involvement of PTEN in the
regulation of the locomotory behavior of neutrophils (deduced principally from studies

carried out in Dictyostelium discoideum (65, 66)) has recently been questioned (67).

Having established that the engagement of CD32a led to the recruitement of SHIP1
in neutrophils, we attempted to delineate the signaling pathways involved in this response.
To this end, we examined the effects of PP2, a Src kinase inhibitor, and wortmannin, which
is a PI3K inhibitor, on the above two indices of SHIP1 activation. Our results indicate that
PP2 inhibited SHIP1 tyrosine phosphorylation and plasma membrane translocation in
response to CD32a cross-linking. These data suggest that phosphorylation events mediated
by Src kinases are required for the recruitment to the plasma membrane of SHIP1 following
CD32a cross-linking. Our results correlate with those obtained by Phee et al. who observed
Src-dependent phosphorylation of SHIP1 in COS cells in response to FcyRIIb activation
(48). The exact nature of the phosphorylation step(s) involved in the recruitment of SHIP1
in response to CD32a cross-linking is presently unclear. Indirect evidence suggests that Shc
may play a role in these events. Previous investigations have however also shown that
SHIP1 and Shc can directly bind to the ITAM of CD32a when it is phosphorylated (34, 61).
Furthermore, a dominant negative mutant of Shc inhibits the tyrosine phosphorylation of
SHIP1 upon stimulation of CD32a in the human monocytic cell line THP-1 (61). Thus, Shc
may act as a docking protein for SHIP1 although a direct binding of SHIP1 to the
phosphorylated ITAM of CD32a cannot be excluded at present. The tyrosine
phosphorylation of SHIP1 itself may also play a role in the fostering of protein association

and possibly also in the stabilization of its translocation to the plasma membrane.
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In sharp contrast to the inhibitory effects of PP2, wortmannin had no effect on the
phosphorylation and plasma membrane translocation of SHIP1. These data indicate that the
recruitment of SHIP1 occurs independently of, and through mechanisms parallel to those
implicated in the formation of its substrate, PtdIns(3,4,5)P;. These results are consistent
with those obtained by Cameron and Allen with wortmannin and CD64 cross-linking (23).
Because SHIP1 does not bear a PH domain (14), it appears that SHIP1 does not respond
directly to PtdIns(3.4,5)P; accumulation, but may link to other phosphorylated proteins or
docking motifs via its SH2 and proline-rich domains. Note that the p85 subunit of PI3K
itself could interact with SHIP1 (61). Our preliminary data indicate that CD32a cross-
linking led to a wortmannin-insensitive translocation of p85 to the membranes (data not
shown). The finding that the mobilization of SHIP1 was independent of the formation of
PtdIns(3,4,5)Ps raises the possibility that SHIP1 may also subserve functions other than that
of a lipid phosphatase (e.g., those of a docking protein).

In summary, we have provided evidence that SHIP1, in a Src-dependent manner is
implicated in the regulation of the levels of PtdIns(3,4,5)P; in neutrophils stimulated
through the engagement of CD32a. Although we cannot rigorously exclude a role for
PTEN, the results obtained so far do not support its involvement in the responses to CD32a.
Additional studies aimed at identifying the signaling components involved in the
recruitment of SHIP1 as well as the examination of the involvement of SHIP1 during the
phagocytic process (which is likely to simultaneously rely on multiple receptors (FcyR and

others)) are warranted.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Cross-linking of CD32a leads to the accumulation of PtdIns(3,4,5)P; in
human neutrophils.

Following 2p labeling and CD32a cross-linking, the levels of PtdIns(3,4,5)P; were
measured as described in Materials and Methods. A: TLC plate of two independent
experiments where radiolabeled PtdIns(3,4,5)P; and phosphatidic acid are indicated by
arrows. Stimulations were stopped at the indicated times. B: Average of densitometric
values of radiolabeled PtdIns(3,4,5)P;. This graphic represents three independent

experiments (mean + SD).

Figure 2: SHIP1 and PTEN are present in human neutrophils.

An aliquot of the neutrophil suspension (4x107 cells/ml) was transferred in the same
volume of 2x boiling Laemmli’s sample buffer. Immunoblotting with anti-SHIP1 and anti-
PTEN antibodies was performed as described in Materials and Methods. SHIP1 and PTEN

are indicated by arrows. This result is representative of three independent experiments.

Figure 3: SHIP1, but not PTEN, is phosphorylated in response to CD32a cross-linking
in human neutrophils.

CD32a was cross-linked (or not) at 37°C as described in Materials and Methods.
Stimulation was stopped at the indicated times. Following SDS-PAGE, proteins were
transferred to PVDF membrane which were then immunoblotted with anti-phosphoSHIP1,
anti-SHIP1 and anti-actin antibodies (panel A) or with anti-phosphoPTEN, anti-PTEN and
anti-actin antibodies (panel B). These results are representative of three independent
experiments. C: CD32a was cross-linked and SHIP1 was then immunoprecipitated as
described in Materials and Methods. Following SDS-PAGE, the proteins were transferred
to duplicate PVDF membranes which were then immunoblotted in parellel with anti-SHIP1
or anti-phosphotyrosine antibodies. These results are representative of three independent

experiments.
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Figure 4: Antibody 1V.3 linked to Pansorbin induces SHIP1 tyrosine phosphorylation
in human neutrophils.

Neutrophils were exposed to antibody IV.3 linked to Pansorbin for the indicated times.
Following SDS-PAGE, proteins were transferred to separate PVDF membranes which were
then immunoblotted with anti-phosphotyrosine or anti-phosphoSHIP1 antibodies. The latter
was next stripped and reblotted with anti-SHIP1 antibody. These results are representative

of two independent experiments.

Figure 5: SHIP1 but not PTEN translocates to the plasma membrane of human
neutrophils in response to CD32a cross-linking.

A: CD32a was cross-linked for the times indicated and plasma membranes were isolated as
described in Materials and Methods. Following SDS-PAGE, proteins were transferred to
PVDF membranes. Membrane was immunoblotted with anti-SHIP1 and anti-flotillinl
antibodies or anti-PTEN and anti-phosphoSHIP1 antibodies. As an immunoblot control,
whole cells were also monitored. These results are representative of four independent
experiments. B: Aliquots of the membrane fractions (Mb) of the 300 seconds samples of
panel A were analyzed beside aliquots of the cytosol fractions (Cyt) of the same samples.
Following SDS-PAGE, proteins were transferred to a PVDF membrane and were
immunoblotted with anti-SHIP1 and anti-flotillinl antibodies. These results are

representative of two independent experiments.

Figure 6: PP2 inhibits the tyrosine phosphorylation of SHIP1 observed in response to
CD32a cross-linking,

Neutrophils were resuspended in HBSS at 3x10” cells/ml and incubated with PP2, PP3 (10
UM, 10 minutes) or DMSO. CD32a was cross-linked (or not) at 37°C as described in
Materials and Methods. The stimulations were stopped at indicated times. Following SDS-
PAGE, proteins were transferred to a PVDF membrane and immunoblotted with anti-
phosphoSHIP1 and anti-actin antibodies. After stripping, the membrane was reblotted with

anti-SHIP1 antibody. These results are representative of three independent experiments.
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Figure 7: PP2 inhibits the translocation of SHIP1 to the plasma membrane in
response to CD32a cross-linking.

Neutrophils were incubated with DMSO, PP2 or its inactive analogue PP3 (10 puM, 10
minutes) and then CD32a was cross-linked or not for 60 seconds at room temperature as
described in Materials and Methods. The plasma membranes were isolated as described in
Materials and Methods. Following SDS-PAGE, proteins were transferred to two PVDF
membranes which were then immunoblotted with anti-SHIP1 and anti-flotillinl (one
membrane) or anti-phosphoSHIP1 (the other membrane) antibodies. These results are

representative of three independent experiments.

Figure 8: Wortmannin does not inhibit SHIP1 tyrosine phosphorylation and
translocation to the plasma membrane in response to CD32a cross-linking. Neutrophils
were incubated with wortmannin (200 nM, 10 minutes) or DMSO as described in Materials
and Methods. A: CD32a was cross-linked or not at 37°C and the stimulation was stopped at
the indicated times as described in Materials and Methods. Following SDS-PAGE, proteins
were transferred to a PVDF membrane which was immunoblotted with anti-phosphoSHIP1
and anti-actin antibodies, stripped, and reblotted with anti-SHIP1 antibody. The results
shown are representative of three independent experiments. B: CD32a was cross-linked or
not for 60 seconds at room temperature and the plasma membranes were isolated as
described in Materials and Methods. Following SDS-PAGE, proteins were transferred to
two separate PVDF membranes which were immunoblotted with anti-SHIP1 and anti-
flotillinl (one membrane) or anti-phosphoSHIP1 (the other membrane) antibodies. The

results shown are representative of three independent experiments.
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Chapitre I1I

Discussion

Le neutrophile est la premiére cellule du systéme immunitaire a4 parvenir au foyer
inflammatoire. 11 joue donc un réle important dans le déclenchement de la réponse
immunitaire et dans la résorption rapide de I’inflammation. Il est capable de détecter des
molécules indicatrices d’une inflammation et de suivre leur gradient croissant, phénomeéne
appelé chimiotaxie. Au site inflammatoire, il est capabler de phagocyter des pathogénes et

des débris cellulaires.

Plusieurs aspects des voies d’activation du neutrophile sont peu caractérisés
aujourd’hui. De nombreuses études suggerent une activation des PI3Ks. En réponse a
plusieurs stimuli, elles phosphorylent le PtdIns(4,5)P2, ce qui résulte en une accumulation
de PtdIns(3,4,5)P; a la membrane plasmiquego. La formation de PtdIns(3.4,5)P; est
observée dans les phénomeénes de chimiotaxie et de phagocytose dans le neutrophile
humain. En effet, une accumulation de PtdIns(3,4,5)P3 au front de migration des cellules en
réponse a des agents chimiotactiques et a la coupe phagocytaire lors de la phagocytose via

77,78

des récepteurs FcRs a été rapportée’ "'". Le role des lipide phosphatases dans la régulation

du PtdIns(3,4,5)P5 est peu caractérisé dans le neutrophile humain.

Deux lipide phosphatases peuvent déphosphoryler le PtdIns(3,4,5)P; et ainsi
controler son accumulation: SHIP1 et PTEN. SHIP1 est une 5’-phosphatase et produit du
PtdIns(3 ,4)P2]5 ! PTEN est une 3’-phosphatase et produit du Ptdlns(4,5)P2]26. Nous avons
approfondi la caractérisation du role de SHIP1 et PTEN dans le neutrophile humain, plus
particulierement, dans la phagocytose. Pour ce faire, la stimulation du CD32a, un récepteur
de la portion Fc des IgGs exclusivement exprimé dans le neutrophile humain, a été utilisée

comme modéle.

Contrairement au neutrophile murin qui exprime le CD32b et le CD16a (FcyRIlla),
le neutrophile humain exprime le CD32a et le CD16b. Le neutrophile humain ne posséde

donc pas de motif ITIM capable de contréler négativement la réponse a la liaison d’IgG. Il
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doit donc exister dans cette cellule une ou des voies de signalisation responsables de ce
contréle. Les lipide phosphatases SHIP1 et PTEN sont des candidats puisque

"accumulation du PtdIns(3,4,5)P; joue un role dans la phagocytose.

Nous avons mesuré, a 1’aide d’un marquage au 32p, la formation de PtdIns(3,4,5)P;
en réponse a la stimulation du CD32a. Nos résultats montrent, pour la premiére fois dans le
neutrophile humain, une accumulation de PtdIns(3,4,5)P; en réponse a la stimulation du
CD32a. Cette accumulation est rapide et se stabilise par la suite. Mais cette accumulation

n’est pas aussi importante que celle induite par le fMet-Leu-Phe ou I'TL-8'!.

Pour identifier les lipide phosphatases présentes dans le neutrophile humain, nous
avons évalué, par immunobuvardage, 1’expression de SHIP1 et PTEN. Elles sont
constitutivement exprimées. La stimulation du CD32a n’influence par leur expression. Il
existe plusieurs isoformes de SHIP1'>*'**, mais celui qui est le plus exprimé dans le

neutrophile humain est le p145.

Afin de déterminer quelle lipide phosphatase pouvait étre impliquée dans la
régulation du PtdIns(3,4,5)P; formé en réponse au CD32a, nous avons évalué les indices
d’activation de SHIP1 et PTEN. SHIPI1 est constitutivement active et devrait transloquer a
la membrane plasmique pour accéder a son substrat. La phosphorylation sur des résidus
tyrosine est un indice de translocation a la membrane plasmique mais ne change pas son

152,157,167

activité enzymatique . PTEN serait inactive et phosphorylée sur des résidus

sérine/thréonine dans le cytosol. La diminution de son niveau de phosphorylation sur des

i s i ; g, s . ; 30,136, x
résidus sérine et thréonine serait un indice de son activation' >3 A 1

aide d’anticorps
dirigés contre les résidus tyrosine phosphorylés de SHIP1 et sérine/thréonine phosphorylés
de PTEN, nous avons étudié les événements de phosphorylation de ces protéines suivant la
stimulation du CD32a. Nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de
SHIP1, qui est un indice de sa translocation a la membrane plasmique. Cet indice laissait
présager une implication de SHIP1, qui irait & la membrane plasmique pour trouver son
substrat. Aucune diminution du niveau de phosphorylation de PTEN n’a pu étre détectée,
ce qui indiquait que PTEN n’était peut-étre pas activée en réponse a la stimulation du

CD32a.
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L’augmentation de la phosphorylation sur des résidus tyrosine de SHIP1 en réponse
a la stimulation du CD32a a été confirmée par deux méthodes différentes de stimulation. La
premiére est ’incubation avec un anticorps si)écifique dirigé contre le CD32a et ensuite
avec un deuxiéme anticorps dirigé contre le premier. La deuxiéme est I’incubation avec des
particules tuées de Staphylococcus aureus couplées avec un anticorps dirigé contre le
CD32a. Une immunoprécipitation de la protéine SHIP1 et un immunobuvardage avec un
anti-phosphotyrosine ont également confirmé les résultats obtenus avec 1’anti-

phophoSHIPI.

La translocation & la membrane plasmique, ol se trouve le PtdIns(3,4,5)Ps, est un

149,166 Nous avons donc étudié leur

indice d’activation des deux lipide phosphatases
déplacement dans la cellule, a I’aide d’une méthode d’isolement de membranes plasmiques,
en réponse a la stimulation du CD32a. Lorsque celui-ci est stimulé, nous avons observé que
SHIP1 se dirigeait 2 la membrane plasmique. De plus, comme il est suggéré dans la
littérature, nous avons détecté la forme phosphorylée sur des résidus tyrosine de SHIP1 en
réponse a la stimulation du CD32a a la membrane plasmique. Nous n’avons pas observé de

mouvement de PTEN vers la membrane plasmique en réponse a la stimulation du CD32a.

La translocation a la membrane plasmique et la phosphorylation sur des résidus
tyrosine de SHIP1 nous portaient & croire que SHIP1, mais pas PTEN, était impliquée dans
la régulation du PtdIsn(3,4,5)P; en réponse a la stimulation du CD32a. Afin de caractériser
cette activation, nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques. Les tyrosine kinases Src sont
importantes dans plusieurs voies de signalisation, dont celles du CD32a, car elles

phosphoryleraient son motif ITAM®>%?

. Nous avons donc étudié le role des tyrosine kinases
Src, a I’aide de I’inhibiteur PP2, sur I’implication de SHIP1 dans les voies de signalisation
du CD32a. Nous avons détecté une inhibition par le PP2 de la translocation a la membrane
plasmique et de la phosphorylation sur des résidus tyrosine de SHIP1 en réponse a la

stimulation du CD32a. Nous avons conclu que ces événements sont Src-dépendants.

Le role de D’activation des PI3Ks et de I'accumulation de PtdIns(3,4,5)P5 sur
I'activation de SHIP1 a également été étudié. Nous n’avons pas détecté d’inhibition par la

wortmannine, un inhibiteur de PI3Ks, de la translocation ni de la phosphorylation sur des
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résidus tyrosine de SHIP1 en réponse a la stimulation du CD32a. Ceci est consistant avec la
littérature, qui suggere que SHIP1 serait recrutée a la membrane plasmique via son domaine

SH2, car elle ne peut se lier directement au PtdIns(3,4,5)P3, ne possédant pas de domaine
PHIS?,ZO'I
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Conclusion

Perspectives et conclusion

En conclusion, nous avons évalué le réle des lipide phosphatases SHIP1 et PTEN
dans les voies de signalisation du CD32a dans le neutrophile humain. Nos résultats
montrent que SHIP1 est activée d’une maniére Src-dépendante en réponse a la stimulation
du CD32a et joue probablement un réle sur la régulation du PtdIns(3,4,5)P;. Elle est peut-
étre également une protéine adaptatrice. Aucun indice ne suggeére une implication de PTEN.
Cette étude nous permet de mieux comprendre les voies de signalisation d’une des

fonctions premieres du neutrophile, la phagocytose.

La suite logique du projet serait de mesurer la quantité de PtdIns(3,4)P, qui est le
produit de SHIP1, par immunofluorescence ou par cytométrie en flux a I’aide d’anticorps
spécifiques, ou par HPLC (high pressure liquid chromatography). De plus, des études de
co-immunoprécipitations permettraient d’identifier les protéines qui se lient a SHIPI.
Plusieurs études suggerent que le recrutement de SHIP1 & la membrane plasmique se fait
via la protéine adaptatrice Shc™. 11 serait intéressant de voir si c’est le cas dans le

neutrophile humain.

D’autres indices d’activation de PTEN en réponse a la stimulation du CD32a
pourraient étre étudiés, par exemple sa phosphorylation sur des résidus tyrosine ou son
degré d’oxydation, qui pourraient également étre impliqués dans le contréle de son

activité" ',

Le role des protéines SHIP1 et PTEN lors de la stimulation des autres FcyRs
(CD16b et CD64) et des récepteurs de chimiotaxie (fMet-Leu-Phe, 1L-8) devrait étre évalué
dans le neutrophile humain pour déterminer les différences entre les voies de signalisation
de ces différents récepteurs. La présence et I'implication de SHIP2, qui se trouve dans la
méme famille que SHIP1 et qui utilise également le PtdIns(3,4,5)P3, pourrait également étre

évaluée'®’.
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Puisque le CD32a n’est pas exprimé dans le neutrophile murin, les modéles de
souris knockout ne sont pas applicables pour poursuivre le travail. En revanche,
I'inactivation de SHIP1 par des RNAi (RNA interference) pourrait aider a comprendre le
role fonctionnel de 1'activation de SHIP1 et de la régulation du PtdIns(3,4,5)P; dans la
phagocytose et/ou dans la chimiotaxie dans des lignées cellulaires différenciées en

neutrophiles, comme les PLB 985 ou les HL-60.
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