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SOMMAIRE

Le locus Ahi-1 (Abelson Helper Integration Site l) a été identifié comme

étant un site d'intégration virale dans le lymphome d'Abelson (cellules pré-B)

avec une incidence de 16%. De plus, les souris transgéniques MMTV /Myc

infectées par le virus MoMuLV, développent des leucémies de type pré-T qui

connaissent une intégration provirale dans 14% des cas. Notre laboratoire a

identifié un nouveau gène, Ahi-1 (à ce locus) et émit l'hypothèse que celui-ci

pouvait être la cible de mutation insertionnelle, par intégration provirale. La

protéine Ahi-1, présentant un poids moléculaire approximatif de 120 KDa,

est modulaire et comporte notamment les domaines d'interaction protéique

SH3 et WD, et des séquences de localisation nucléaire. Même si la

surexpression d'Ahi-1 est modérée dans les tumeurs présentant une

integration pro virale au niveau du locus, les caractéristiques de cette protéine

laissent à penser qu'elle aurait un rôle probable dans la signalisation cellulaire

et de fait dans la tumorogénèse, cela de façon directe ou indirecte. L'ARN

Ahi-1 est exprimé dans le thymus et plus particulièrement dans le cortex de

cet organe (où se localisent les cellules T immatures); aussi avons-nous

investigué un rôle hypothétique d'Ahi-1 dans la signalisation de la cellule T

au niveau de thymocytes murins.

Dans ce projet, nous avons démontré qu'Ahi-1 interagit avec des

protéines phsophorylées sur tyrosine dans les thymocytes murins et de façon

constitutive ou induite en stimulant la voie de signalisation du TCR. De plus,

il a été mis en évidence qu'Ahi-1 interagit avec une kinase spécifique des
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résidus tyrosine et qu'elle même est phosphorylée par celle-ci sur les mêmes

résidus. Enfin nous avons mis au point un modèle de souris transgéniques

CD4C/AHI-1 qui expriment Ahi-1 dans le thymus au niveau des cellules

double-positives CD4+CD8+ immatures et simple-positives CD4 matures.

Nous avons ainsi générées trois lignées de souris qui expriment Ahi-1 à des

niveaux différents. Les souris transgéniques à date, n'ont pas développé de

thymomes. Elles demeurent cependant un modèle d'étude d'Ahi-1 in vivo

permettant d'élucider l'implication de celui-ci au niveau de la cellule T et de

manière générale dans la fonction immunitaire normale et pathologique.

^-
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Le scientifique navigue entre deux pôles : le désirable et le possible. Sans

possible, le désirable n'est que rêve. Sans désirable, le possible n'est qu'ennui. Il est

souvent difficile de résister au rêve, mais l'expérimentation permet de contenir

l'imagination. A chaque étape, le scientifique est obligé de s'exposer à la critique et à

l'expérience pour limiter la part du rêve dans la représentation du monde qu'il élabore. La

demarche scientifique consiste à confronter sans cesse ce qui pourrait être et ce qui est.

François Jacob, La souris, la mouche et l'homme. (1997) Ed. Odile Jacob.
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l LES RÉTROVIRUS: GÉNÉRALITÉS

)

J

Les rétrovirus oncogéniques peuvent être la cause de cancer et ce, dans

de nombreuses espèces incluant les félins, les oiseaux et les rongeurs. Ils sont

généralement divisés en deux catégories qui présentent des caractéristiques

pathogéniques distinctes.

Les rétrovirus à transformation rapide, induisent des tumeurs

polyclonales deux à trois semaines post-inoculation chez l'hôte et sont de plus

capables de transformer des cellules in vitro.

De manière différente, les rétrovims à transformation lente provoquent

l'apparition de tumeurs mono ou oligoclonales après une latence de plusieurs

mois et sont habituellement incapables de transformer des cellules en culture

(Bishop, 1987; Varmus, 1984). Ces différences flagrantes dans les propriétés

pathogéniques de ces deux sortes de rétrovirus reflètent deux mécanismes

moléculaires de la tumorogénèse rétrovirale. En effet, les rétrovirus à

transformation rapide ont intégré dans leur génome un gène cellulaire de

l'hôte. Celui-ci peut être entier ou tronqué. L'expression de ce gène ou

oncogène viral est responsable de leur activité oncogénique.

Les rétrovirus à transfonnation lente arborent un génome dépourvu

d'oncogène. Us induisent donc des néoplasmes selon un autre mode, à savoir

leur intégration sous forme d'ADN viral ou provirus dans le génome de la

cellule hôte. De cette intégration peut résulter une mutation ou une activation

transcriptionnelle du gène flanquant le site ciblé.

Si les mutations causées par l'intégration rétrovirale confèrent un

avantage sélectif favorisant la croissance cellulaire, la cellule infectée va

croître et se multiplier clonalement. En raison de cette relation causale entre

l'insertion provirale et la tumorogénèse, le profil d'intégration virale dans les

tumeurs induites par les rétrovirus à transformation lente apparaît clonal ou

oligoclonal tandis que les tissus normaux infectés présentent une distribution

randomisée des pro virus dans leur ADN (Cohen et al., 1979; Steffen and

Weinberg, 1978). En 1981, Hayward et al. démontrent que les rétrovims à
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n transformation lente peuvent être utilisés non seulement comme des

mutagènes par insertion mais aussi comme "balises moléculaires" (Hayward

et al., 1981). Depuis, un bon nombre de gènes impliqués dans l'oncogénèse a

été identifié en clonant les régions d'ADN jouxtant l'insertion provirale par

les techniques conventionnelles (Goff, 1987) ou par amplification par

reaction de polymérisation en chaîne (PCR) (Sorensen et al., 1993). Bien que

les études initiales furent menées sur les leucémies aviaires induites par le

virus de la leucémie aviaire ALV (Avian Leukosis Virus), cette approche a

connu de nombreuses et fructueuses applications dans différents modèles de

tumeurs murines. Une quantité impressionnante de sites d'insertion a été mise

en évidence, d'une part pour les vims leukémogènes dans les maladies du

système hématopoïétique, d'autre part pour le virus MMTV (Mouse

Mammary Tumor Vims) dans les carcinomes mammaires.

:)

J

2 LES RÉTRO VIRUS, DES MUTAGÈNES BIOLOGIQUES

2.1 Le cycle de replication des rétro virus

L'entité virale ou virion contient deux molécules d'ARN

monocaténaires, de sens transcriptionnel positif et deux enzymes cruciales

pour la replication : la transcriptase inverse virale ou RT (Reverse

Transcriptase) et l'intégrase virale ou IN. L'infection rétro virale est initiée par

l'interaction de la glycoprotéine de l'enveloppe virale avec un récepteur à la

surface cellulaire (Cf. figure l, section I-Introduction). Les récepteurs de

plusieurs rétrovims ont été identifiés (Weiss and Tailor, 1995).

En ce qui concerne le récepteur pour les virus murins leukémogènes

écotropiques, un transporteur d'acides aminés cationiques ou CAT (Cationic

Aminoacid Transporter) a été caractérisé (Kavanaugh et al., 1994). Fait

intéressant, la liaison de la glycoprotéine d'enveloppe au récepteur CAT

n'inhibe pas totalement la fonction du récepteur. D reste à établir si la survie

cellulaire post-infection est rendue possible grâce à l'occlusion partielle du
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Figure 1 : Cycle de replication des rétrovirus. Après interaction avec leur

récepteur spécifique, les rétrovirus sont internalises dans la cellule hôte. A ce

stade, ils perdent leur capside, libérant leur ARN génomique et l'enzyme

indispensable à leur replication : la transcriptase inverse. L'ARN viral est

copié en ADN double brin qui subit une translocation au noyau et s'intègre

dans l'ADN génomique de celle-ci. Enfin l'ADN viral est transcrit puis traduit

dans le but de produire des virions infectieux.

J
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récepteur ou grâce à l'existence d'une redondance fonctionnelle parmi le

système de transporteur cellulaire. Après son entrée dans la cellule hôte

l'ARN viral est copié en ADN linéaire double brins par la RT. L'ADN viral

est légèrement plus long que l'ARN, et contient deux segments identiques aux

extrémités 5' et 3' : les LTRs (Long Terminal Repeats). La prochaine étape

dans l'infection passe par l'importation de l'ADN viral du cytoplasme au

noyau et son intégration dans l'ADN génomique de la cellule hôte. Ce

processus est dépendant de la division cellulaire qui engendre une

dislocation de la membrane nucléaire durant la mitose. (Lewis and Emerman,

1994; Roe et al., 1993). Le phénomène d'intégration est catalysé par l'IN

virale résultant en un rétrovirus intégré, appelé à ce stade provims. Le

provirus est retenu de manière stable dans le génome cellulaire comme un

locus mendélien classique (Goff, 1992). Le processus d'intégration semble

plus ou moins aléatoire dans le génome même si les régions

transcriptionnellement actives de la chromatine semblent être préférées

(Mooslehner et al., 1990; Scherdin et al., 1990).

Une fois le provirus intégré, celui-ci sert de matrice pour la production

d'ARN messagers (ARNm) viraux et de protéines virales. Tous les rétro virus

contiennent au moins trois gènes, gag (codant pour les protéines de

structure), pol (codant pour la RT et l'IN) et env (codant pour la glycoprotéine

d'enveloppe). Ceux-ci sont nécessaires à la formation de nouveaux virions

infectieux. Les éléments cis requis pour l'initiation, la terminaison et la

modulation de la transcription des gènes rétroviraux résident dans les LTRs,

tandis que les facteurs trans indispensables à la transcription et à la traduction

sont fournis par la cellule hôte. Deux types d'ARNm se retrouvent

abondamment dans les cellules infectées. L'ARN principalement épissé est

l'ARNm de la protéine Env assurant ainsi une quantité adéquate, exprimée au

niveau de la membrane qui englobe ensuite la particule virale. L'épissage des

ARNm sous-génomiques permet la deletion du signal d'encapsidation

empêchant la formation de virus défectifs. L'ARN non-épissé ou génomique,

arborant le signal d'encapsidation, est quant à lui, acheminé dans la particule
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n virale qui bourgeonne ensuite à la surface de la membrane cytoplasmique.

Dans la plupart des cas, les virus sont relargués sans effets cytopathiques.

La capacité de propagation des rétrovirus dans un type cellulaire donné

est principalement régie par la spécificité tissulaire des séquences régulatrices

du LTR et de la protéine d'enveloppe Env. De par leur tropisme, les rétrovirus

murins leukémogènes peuvent être distingués en plusieurs catégories. Les

virus écotropiques n'infectent que les cellules murines tandis que le

xénotropiques ne peuvent se propager que dans les cellules non-murines. Les

virus amphotropiques sont capables d'infecter les cellules murines, humaines

et d'autres espèces.

"^

J

2.2 Les différents mécanismes de mutation par insertion

La propriété qu'ont les provirus intégrés à activer les gènes situés dans

les régions flanquantes, est médiée par la présence de séquences de contrôle

de la transcription dans les LTRs (Bergeron et al., 1991). En fonction du site

d'intégration et de l'orientation transcriptionnelle du provirus par rapport au

gène cellulaire, ces séquences sont capables d'initier, d'augmenter et/ou de

terminer la transcription ARNm de l'hôte, menant soit à la surexpression de

hauts niveaux d'ARN codant pour des protéines intactes, soit à l'expression de

transcrits aberrants codant pour des protéines mutantes (Fan, 1997; Jonkers

and Bems, 1996).

L'activation de gènes par le mécanisme "d'insertion de promoteur"

nécessite l'intégration du provirus dans le même sens transcriptionnel que le

gène ciblé. La transcription est initiée dans le pronioteur viral à partir du LTR

en 5', ou de celui en 3'. L'activation par le LTR en 3' est souvent associée à

une deletion du pro virus en son LTR en 5'. Cette observation suggère une

interference néfaste entre les deux LTRs ou une régulation négative du LTR

en 5' sur celui en 3' (Cullen et al., 1984). Quand le LTR en 5' est utilisé, la

transcription résulte en la formation de transcrits de fusion contenant des

sequences virales et cellulaires. Ceci est du à un changement du cadre de

lecture au niveau du site de polyadénylation présent dans le LTR en 3' et d'un
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épissage subséquent utilisant un site donneur dans l'ARN subgénomique ou

un site d'épissage cryptique (Coffin and Moore, 1990; Herman and Coffin,

1986; Swain and Coffin, 1993).

L'augmentation du taux de transcription est sans doute le mécanisme

d'activation de gène le plus fréquemment rencontré dans le cadre des

mutations par insertion. Cette incidence élevée semble avoir une explication

dans le fait que l'activation d'un gène par stimulation de la transcription offre

plus de flexibilité eu égard à l'orientation du provirus et la distance séparant

le provirus du gène ciblé (Jasin, 1996; Krimpenfort et al., 1988). En effet, un

fragment très étendu d'ADN peut servir de cible pour les intégrations

pro virales. Les transcrits issus d'un gène activé par ce mécanisme sont initiés

à partir du site normal de transcription du gène suggérant que des éléments

activateurs rétroviraux fonctionnant en cis accroissent l'efficacité du

promoteur. Les mutations par augmentation de la transcription impliquent

une intégration provirale en amont du gène et ce dans le sens anti-

transcriptionnel du gène, ou en aval dans la même orientation

transcriptionnelle. Quand le provirus est intégré en aval du gène, dans le sens

transcriptionnel, dans les régions non-traduites du proto-oncogène, le

transcrit est clivé au site de polyadénylation du LTR en 5'. Cette

polyadénylation prématurée, dans certain cas peut produire des messagers

plus stables parce que ne possédant plus des régions déstabilisatrices (par

exemple AUUUA) qui sont communément présentes dans les séquences non

traduites en 3' des ARNm de demi-vie courte (Shaw and Kamen, 1986).

Les intégrations virales dans l'unité de transcription d'un gène peuvent

altérer la protéine produite. Si l'insertion rompt les régions codantes, le gène

peut être complètement inactive ou muté. Dans ce dernier cas, le produit du

gène est une protéine présentant une activité biologique anormale.

L'activation en cis de gènes de la cellule hôte apparaît comme un

mécanisme prédominant par lequel les rétrovirus à transformation lente

exercent leur pouvoir transformant. Cependant certains rétrovirus de cette

classe à savoir BLV (Bovine Leukosis Virus) et HTLV (Human T-cell
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Lymphotropic Virus) sont capables d'activer en trans tant des gènes

rétroviraux que des gènes de la cellule hôte par la protéine Tax codée par le

génome rétroviral (Sodroski et al., 1985; Sodroski et al., 1984).

3 LES LEUCÉMIES INDUITES PAR LES MuLVs

;)

J

Les rétrovirus leukémogènes murins ou MuLVs (Murine Leukosis

Virus) induisent des tumeurs après une période relativement longue. Les

animaux inoculés présentent les signes d'infection virale bien avant que la

tumeur n'apparaisse. Ces observations indiquent que plusieurs étapes sont

impliquées dans le développement de la maladie.

3.1 Événements pré-leucémiques.

L'activation de proto-oncogènes cellulaires par insertions provirales

semble être un événement relativement tardif dans la tumorogénèse des

cellules lymphocytaires (O'Donnell et al., 1985; van der Lugt et al., 1995).

Dans les leucémies induites par MuLV chez la souris, des virus MCF (Mink

Cell Focus-forming) (Hartley et al., 1977) sont invariablement produits et

laissent à penser que ceux-ci jouent un rôle décisif dans le processus

pathologique. Les virus MCF sont la conséquence d'une recombinaison entre

des séquences endogènes de type xénotropique et le vims écotropique

exogène. Les vims MCF sont à double tropisme et ont par là-même la

capacité de surinfecter des cellules déjà infectées par le virus écotropique

MuLV. Certains de ces vims MCF sont leukémogènes quand ils sont inoculés

à des souris susceptibles (Chesebro and Wehriy, 1985; Ishimoto et al., 1981;

van Griensven and Vogt, 1980) et y causent des néoplasmes spécifiques.

Dans d'autres cas, il a été démontré que les virus MCFs pouvaient agir de

manière synergique avec le virus MuLV dans la progression de la leucémie

en favorisant une hyperplasie pré-leucémique. Cependant, il est intéressant de

noter que M-MuLV est leukémogène quand il est inoculé à un rat bien que le
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génome de celui-ci soit dépourvu de séquences endogènes xénotropiques

(Bellacosa et al., 1989; Lemay and Jolicoeur, 1984; Tsichlis et al., 1983).

Afin de comprendre par quels mécanismes les vims MCF peuvent causer une

hyperplasie, événement avant-coureur et préparant l'installation de la

leucémie, il est utile de décrire brièvement le développement de la maladie de

Friend.

3

J

3.1.1 Gp55 et phase précoce de la maladie de Friend.

Dans l'érythroleucémie induite par le complexe viral de Friend (FV),

les événements pré-néoplasiques ont été décortiqués en détail. La maladie de

Friend peut être divisée en deux grandes étapes à savoir la "phase

mitogénique" et la "phase d'immortalisation". L'infection de souris

susceptibles avec le vims de Friend conduit en dedans de trois semaines à une

splénomégalie due à une prolifération rapide et polyclonale de pro-

érythroblastes. Ces cellules ont une capacité d'auto-renouvellement limitée et

ne sont pas tumorogéniques quand elles sont injectées dans des souris

syngéniques et ne peuvent servir à rétablissement de lignée cellulaire

immortalisée (Ben David and Bernstein, 1991). Cependant après quatre à six

semaines, se développe une expansion clonale maligne à partir d'un ou

plusieurs précurseurs dans laquelle des oncogènes sont activés par intégration

pro virale.

Le complexe viral de Friend est composé de deux virus : le SFFV

(Spleen-Focus Forming Virus) qui est un virus défectif ou incapable de se

répliquer de manière autonome et le virus écotropique "helper" ou auxiliaire

F-MuLV (Friend Murine Leukemia Vims) qui permet la replication du

précédent. Il apparaît que la composante defective du complexe détient la

majeure partie des propriétés transformantes. En effet, des stocks viraux

dénués de toute activité de replication, c'est à dire dépourvu de F-MuLV

peuvent provoquer non seulement la phase hyperproliférative initiale mais

aussi la phase finale d'immortalisation des érythroblastes (Chung et al.,

1989). Le déterminant oncogénique de SFFV est en fait sa glycoprotéine
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n d'enveloppe mutante gp55 codée par le gène env (Aizawa et al., 1990; Wolff

and Ruscetti, 1988). Gp55 présente la propriété d'initier le processus de

proliferation. En effet, celle-ci a la capacité d'interagir avec le récepteur à

l'érythropoiétine (EpoR) des cellules infectées (Hoatlin et al., 1990; Li et al.,

1990; Ruscetti et al., 1990). De plus, un EpoR contitutivement activé peut

supplanter le complexe EpoR / gp55, en accord avec le modèle

précédemment énoncé (Yoshimura et al., 1990). Enfin, des expériences de

transfection ont mis en exergue les caractéristiques importantes de la gp55.

Premièrement, l'érythropoiétine (Epo) et gp55 possèdent des sites distincts de

liaison pour EpoR. Par là-même, Epo médie l'interaction ("crosslink") de la

gp55 avec EpoR (Casadevall et al., 1991). Deuxièmement, la présence de

gp55 prolonge la demi-vie de EpoR et des mutants de gp55 suggèrent que

l'activité mitogénique nécessite l'interaction de ces deux protéines (Ferro, Jr.

et al., 1993).

")

J

3.1.2 Production de virus MCF et phase précoce des leucémies induites

par les MuLVs

Le concept d'hyperprolifération pré-leucémique médiée par une

protéine virale d'enveloppe ne saurait être exclusif à la maladie de Friend.

Des analyses de séquence ont mis en évidence des régions homologues entre

le gène env des SPFV et celui des virus MCF (Amanuma et al., 1983;

Bestwick et al., 1984; Clark and Mak, 1983; Wolff et al., 1983). De plus, il

est envisagé que la gp55 de SFFV interagisse avec le récepteur de MCF et

prévienne ainsi une superinfection (Chesebro and Wehrly, 1985; Li et ai.,

1987). Li et Baltimore ont démontré que la protéine gp70 codée par le gène

env du virus MCP dans un contexte de leucémie induite par M-MuLV, peut

se lier à EpoR et que cette interaction donne une indépendance envers les

facteurs de croissance dans une lignée dépendante de I'interleukine-3 (l'D-3)

(Li and Baltimore, 1991). Allant dans ce sens Tsichlis et Bear ont montré

qu'une une lignée de thymome de rat dépendante de l'B-2 pour sa croissance

et sa survie, peut s'en passer après infection par le virus MCF (Tsichlis and
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^ Bear, 1991). Des indicés additionnels permettent d'établir que MCF est

responsable de l'hyperprolifération pré-leucémique. L'utilisation d'un virus

M-MuLV recombinant contenant des séquences régulatrices du vims

polyoma dans son LTR a donné la preuve qu'il n'y a pas de production de

virus MCF (car aucune recombinaison n'est possible avec les sequences

xénotropiques endogènes) et qu'il n'y a pas de phase hyperproliférative pré-

leucémique (Brightman et al., 1991).

Bien que différentes voies de recherche semblent établir que les vims

MCF déclenchent une hyperplasie via leurs glycoprotéines d'enveloppe, le

rôle exact des virus MCF dans les leucémies induites par les virus MuLV

demeure non élucidé. Cependant, le gène du récepteur cellulaire du virus

MCF a récemment été découvert par Yang et al (1999). Celui-ci se trouve sur

le chromosome l murin au niveau du locus Rmc-1. Son expression dans des

cellules résistantes à l'infection de MCF les rend infectables. Rmc-1 code

pour une protéine membranaire homologue à la protéine Syglp présente chez

Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Etapes tardives dans les leucémies induites par MuLV: les mutations

par insertions.

De façon contrastée avec l'expansion polyclonale durant la phase

précoce observée dans les souris infectées par MuLV, la phase tardive se

caractérise par l'apparition de tumeurs. Celles-ci sont généralement

constituées d'un ou plusieurs clones arborant des intégrations provirales dans

des régions distinctes de leur génome. Les sites d'insertion sont des loci

occupés par des pro virus dans plusieurs tumeurs indépendantes. De

nombreux sites d'intégration ont été identifiés et pamii eux plusieurs loci

contiennent des gènes affectés par l'integration. Les produits de ces gènes

sont invariablement des protéines régulatrices incluant des facteurs de

transcription, des facteurs de croissance, des récepteurs aux facteurs de

croissance, des kinases cytoplasmiques, des GTPases et des cyclines.
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") Plusieurs de ces gènes correspondent à des oncogènes capturés par des

rétrovims à transformation rapide.

3.2.1 Les tumeurs des cellules T induites par les MuLVs

Un très grand nombre de sites d'intégration a été mis en évidence dans

ce type de leucémie. Les gènes myc et pim-1 y sont les plus fréquemment

affectés dans les leucémies des cellules T induites par les MuLVs ;

néanmoins plusieurs autres sites seront détaillés.

D

3.2.1.1 Les gènes c-myc et N-myc

Les gènes c-myc et N-myc codent pour des protéines se liant à l'ADN

au niveau de séquences consensus spécifiques. En plus d'un domaine liant

l'ADN, la protéine Myc détient un domaine de trans-activation

transcriptionnelle ainsi que des domaines de dimérisation. Ces derniers lui

assurent une interaction avec des partenaires, offrant différentes fonctions

(Marcu et al., 1992). L'activation du gène myc est très souvent observée, et

ce dans de nombreuses espèces. Ainsi ce gène est fréquemment activé dans

les lymphomes des cellules B et T induits par ALV chez l'oiseau (Hayward et

al., 1981), par FLV chez le chat (Neil et al., 1984) et par F-MuLV ou M-

MuLV chez la souris (Corcoran et al., 1984; Dreyfus et al., 1990; Selten et

al, 1984).

L'activation du gène c-)nyc par insertion de promoteur et par

augmentation du taux de transcription par les LTRs rétroviraux résultent en

de hauts niveaux d'expression de la protéine Myc de type sauvage (Kung et

al., 1991). La surexpression de c-myc est aussi associée à des intégrations

provirales dans deux autres loci : le locus Pvî-1 /Mlvi-l /Mis-l, qui est situé

270 kilobases (Kb) en aval de c-myc et le locus Mlvi-4 qui se trouve à 30 Kb

de c-myc. Ces deux sites d'intégration démontrent combien l'espace séparant

le locus d'intégration et le gène affecté peut varier et que MuLV peut activer

des gènes malgré de grandes distances.

J
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n Les intégrations rétrovirales au niveau du gène N-myc sont condensées

sur une portion d'ADN s'étendant sur 100 pb (paires de base), dans la région

non traduite en 3'. Celles-ci ont pour effet d'augmenter l'expression d'un

ARNm N-myc tronqué mais codant cependant pour une protéine N-Myc

sauvage. En résumé, ces données indiquent que la tumorisation des cellules T

nécessite une expression constitutive élevée de c-myc ou N-myc et ce dans

une vaste majorité de lymphomes induits par des rétrovirus.

D

3.2.1.2 Le gènepim-1

Le gène pim-î fut initialement identifié comme un site d'intégration

virale dans 50% des lymphomes de cellules T induits par M-MuLV (Cuypers

et al., 1984). Les insertions provirales en vicinité du gène modifient à la

hausse l'expression du gène et ainsi la quantité de protéine Pim-1 sauvage.

Pim-1 est une kinase cytoplasmique spécifique des serines et des thréonines

(Saris et al., 1991). Son rôle dans la transduction du signal n'est toujours pas

clairement défini. Des souris transgéniques E/a-pim-1 développent des

tumeurs avec une incidence plus élevée comparativement à des souris

normales, après infection par M-MuLV (van Lohuizen et al., 1989). De façon

intéressante, les souris transgéniques Efl-pim-1 qui expriment

considérablement le transgène (rendu possible par l'insertion du transgène

dans une région active de la chromatine qui offre une efficacité optimale du

promoteur) ne peuvent servir à de futurs croisements en raison d'une

mortalité élevée due à l'apparition précoce de lymphomes (Saris et al., 1991).

J

3.2.1.3 Les autres sites d'insertion

Il existe de nombreux sites d'insertion et le paragraphe suivant ne saurait être

une liste exhaustive.

Le locus Vin-1 a été découvert dans un très faible pourcentage de

lymphomes à cellules T causés par le virus BL/VL3, qui est induit par

irradiation (Tremblay et al., 1992; Van Lohuizen et al., 1989). Les provims

intégrés au niveau de ce locus sont tous dans la même orientation, proches
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des îlots CpG nanquant une unité de transcription codant pour un ARNm de

6Kb. Le séquençage de l'ADNc de vin-1 révéla une similarité parfaite avec le

gène cycline D2 qui appartient à la famille de gènes cycline D, impliqués

dans la régulation de la transition Gi à S du cycle cellulaire (Hanna et al.,

1993; Matsushime et al., 1991; Motokura et al., 1991; Xiong et al., 1991).

Les intégrations provirales dans vin-1 résultent en une transcription élevée et

traduction subséquente de la protéine sauvage Cycline D2, par un mécanisme

d'activation de la transcription par les régions régulatrices du LTR (Hanna et

al., 1993).

Un autre locus où siège un gène de cette famille a été mis en évidence.

En effet, le locus Fis-1 est ciblé par F-MuLV dans les leucémies et contient le

gène cycline Dl (Silver and Kozak, 1986). Bien que l'expression de ce gène

ne soit pas détectable dans la cellule T normale, de hauts niveaux

d'expression sont constatés dans les leucémies arborant une intégration

provirale de F-MuLV en Fis-1 (Lammie et al., 1992). Les souris

transgéniques Ep.-cycline Dl démontrent que l'expression constitutive de la

Cycline D l est leukémogène et les croisements avec des souris transgéniques

indiquent une collaboration évidente avec myc (Bodrug et al., 1994).

3.2.2 Les tumeurs des cellules B

Dans le but d'identifier des sites communs d'insertion impliqués dans

la leukémogénèse des cellules B, des souches de souris, prédisposées pour ce

type de cancer ont été générées. En effet, les souris issues du croisement des

souris AKR/J avec DBA/2J, soit AKXDRI, connaissent une ségrégation de

gènes qui affectent la susceptibilité aux lymphomes induits par les MuLVs.

Bien que les souris AKR/J développent majoritairement des lymphomes des

cellules T, quelques souches AKXDRI ont développé des lymphomes des

cellules B. Un nombre important de sites d'intégration pour virus

écotropiques a été clone à partir des tumeurs issues des souches AKXDRI

u
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(Gilbert et al., 1993; Mucenski et al., 1986; Mucenski et al., 1987; Mucenski

et al., 1988a; Mucenski et al., 1988b).

3.2.2.1 Le locus Evi-3

Le site commun d'insertion Evi-3 (Ecotropic virus insertion site-3) est

réarrangé dans les lymphomes de cellules immatures pré-B et de cellules

matures B et non dans les autres leucémies (Justice et al., 1994). Les

insertions provirales dans Evi-3 sont localisées sur une région couvrant 200

bp riches en bases CpG. Dans le voisinage d'Evi-3, ont été identifiées deux

régions codant pour des ARNm; cependant, le mécanisme par lequel les

insertions provirales affectent leur expression n'est toujours pas résolu.

Des souris transgéniques surexprimant c-myc dans les cellules B sous

la dépendance d'un promoteur contenant une séquence régulatrice du

promoteur des chaînes lourdes des immunoglobulines (E//), ont été générées.

Celles-ci présentent des lymphomes clonaux des cellules B avec une

fréquence élevée, après un laps de temps important. Ceci suggère que d'autres

événements sont nécessaires à la leukémogénèse (Adams et al., 1985; Harris

et al., 1988). De plus, la longue latence d'apparition des lymphomes B dans

ces souris, en fait un bon modèle pour identifier les autres gènes coopérant

avec c-myc dans le processus de tumorisation. C'est pourquoi, ces souris ont

été infectées par M-MuLV. Par ce biais, il a été découvert que l'oncogène

Pim-1 est activé par les insertions provirales dans 35% des tumeurs. De plus,

trois nouveaux sites d'intégration ont été observés (Haupt et al., 1991; van

Lohuizen et al., 1991). Trois tumeurs sur quatre présentent une intégration

dans un des quatre loci.

u

3.2.2.2 Le locus Bmi-1

Le locus Bmi-1 (B-cell specific M-MuLV integration-site l) a été

identifié et analysé indépendamment dans deux laboratoires (Haupt et al.,

1991; van Lohuizen et al., 1991). Tandis que 35 à 47% des lymphomes pré-B

présentent des intégrations dans Bmi-1, aucune intégration à ce locus n'a pu
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être détectée dans les lymphomes T. Les intégrations se font de manière

prédominante au niveau du premier exon du gène Bmi-1, conduisant à une

forte expression de son ARNm, expliquée par l'intercalation du promoteur en

LTR 3' viral. Le gène bmi-1 a un potentiel oncogénique fort car il induit des

lymphomes B et T après une très courte latence quand il est surexprimé dans

les populations lymphoïdes de souris transgéniques (Alkema et al., 1995). Le

gène bmi-1 code pour une protéine nucléaire contenant un motif en doigt de

zinc et un domaine hélice-tour-hélice. Bmi-1 semble remplir un rôle

développemental important car des souris transgéniques exprimant un gène

bmi-1 non fonctionnel affichent une postériorisation des vertèbres (van der

Lugt et al., 1994). De plus, des souris transgéniques qui surexpriment bmi-1

durant le développement embryonaire présentent le phénotype inverse à

savoir une antériorisation des vertèbres (Alkema et al., 1995).

3.2.2.3 Le locus Bla-1

Les intégrations provirales dans Bla-1 augmentent l'expression de bmi-

l. De manière intéressante, les intégrations dans Bmi-1 et Bla-1 sont

mutuellement exclusives, c'est-à-dire qu'aucune tumeur ne présente une

double integration dans ces deux loci (van Lohuizen et al., 1991). Ces

observations suggèrent que les provims intégrés dans Bla-1 puissent activer

bmi-1 en cis par l'intermédiaire des séquences régulatrices dans les LTRs

viraux.

u

3.2.2.4 Le locus Pal-1

Le locus Pal-KPTOviTal activation in lymphomas l) qui se trouve sur

le chromosome 5 murin a été mis en évidence par occupation rétrovirale dans

28% des tumeurs des cellules pré-B (van Lohuizen et al., 1991). Ce locus

s'étend sur 50 Kb et semble avoir un rôle prédominant dans la tumorisation

des cellules lymphoïdes puisqu'il se trouve être réarrangé dans les même

proportions que c-myc et Bmi-1 dans les leucémies des cellules T induites par

les MuLVs. A ce locus se trouve le gène gfi-1 (Growth factor independence-
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l) qui a été découvert dans des sous-clones dérivés de lymphomes de cellule

T de rat, induits par M-MuLV. Ces sous-clones émergent après une privation

en IL-2 (Gilks et al., 1993).

3.2.2.5 Les lociDis-1 etDis-2

Les rétrovims MuLV ont la capacité d'induire des lymphomes chez la

souris conséquement à l'activation de proto-oncogènes cellulaires en

s'intégrant dans le génome de la cellule hôte. Dans le laboratoire, Huang et al.

(1995) ont émis l'hypothèse que le virus MAIDS (Marine AŒ)S) pouvait être

mutagène. Ce rétrovirus est responsable d'une immunodéficience chez la

souris par dysfonctionnement des cellules T et B. Celui-ci est responsable

d'une expansion polyclonale des cellules B qui devient oligoclonale dans les

derniers stades de la maladie, signifiant que d'autres événements génétiques

sont impliqués. Deux sites d'insertion, Dis-1 et Dis-2 ont été identifiés. Le

locus Dis-1 couvre le gène Spfi-1, qui code pour un facteur de transcription.

L'ARNm de celui-ci est surexprimé dans les cellules contenant le provirus et

pourrait bien contribuer à l'expansion polyclonale (Huang et al., 1995).

4 MISE EN EVIDENCE D'AHI-1

u

4.1 Introduction

Le rétrovims leukémogène murin Abelson ou A-MuLV est un virus

défectif dont le génome est remplacé en grande majorité par l'oncogène \-abl

(Abelson and Rabstein, 1970). Ce virus est donc dépendant pour sa

replication et sa propagation d'une complémentation en trans par un

rétrovirus "helper" ou auxiliaire compétent. Quand A-MuLV est inoculé à des

souris, il y induit des lymphomes de cellules pré-B après une période assez

courte de vingt à quarante jours (Ait et al., 1981; Boss et al., 1979)

Cependant ces tumeurs sont clonales ou oligoclonales et laissent à penser que
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d'autres événements sont requis pour la pleine transformation des cellules.

Notre laboratoire a mis en évidence que la région U3 du LTR du rétrovirus

auxiliaire M-MuLV contenait des éléments déterminants dans la pathologie

induite par A-MuLV (Savard et al., 1987).

<J

4.2 Le locus Ahi-1

Notre laboratoire a donc émis l'hypothèse selon laquelle M-MuLV

pouvait agir comme mutagène par insertion. Dans ce but, des souris ayant

connu une primo-infection avec A-MuLV, furent soumises à une seconde

infection par M-MuLV afin de mettre en evidence des sites préférentiels

d'insertion de M-MuLV dans le contexte d'une transformation induite par v-

a^ (Poirier et al., 1988).

Dans 16% des tumeurs des cellules pré-B, le locus baptisé Ahi-1 pour

Abelson Helper Integration-site l est occupé par un rétrovinis M-MuLV.

L'incidence élevée d'intégration au niveau du locus et l'orientation

transcriptionelle des provims, suggèrent que cette étape est un pré-requis à la

transformation (Poirier et al., 1988). Cependant le taux d'intégration dans

Ahi-1 n'est pas de 100% et suppose que divers mécanismes peuvent agir en

synergie avec l'action de v-a&Z dans la transformation des cellules pré-B. En

outre, Poirier et al. (1988) ont démontré que les loci communs d'intégration, à

savoir Pim-1, M^is-1, myc et Gin-\ ne connaissent pas d'insertion rétro virale.

Ceci démontre qu'Ahi-1 est un locus d'intégration distinct et que d'autres sites

demeurent non identifiés. Par ailleurs, Poirier et al. (1988) ont localisé Ahi-1

au niveau du chromosome 10 murin à proximité du gène c-myb. Enfin, Jiang

et al. Çen préparation) dans le laboratoire ont situé Ahi-1 dans une région

située à 35 Kb en aval de myb. Néanmoins, l'intégration de M-MuLV au

niveau d'Ahi-1 ne semble affecter en rien la quantité d'ARNm de myb dans

les tumeurs, suggérant l'existence d'un mécanisme de transformation

indépendant de la surcxpression de celui-ci. De plus, Villeneuve et al.(1993)

dans le laboratoire ont identifié un nouveau site d'intégration, Mis-2, séparé

de myb par 160 Kb et à proximité d'Ahi-1. Ceci laisse à penser que cette
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courte région jouxtant myb, offre un avantage sélectif aux tumeurs quand elle

est affectée par une intégration provirale.

Plus récemment, des souris MMTVD/myc (Paquette et al., 1992)

développant des tumeurs clonales et oligoclonales des cellules thymiques ont

été infectées avec M-MuLV par Girard et al. (1995) dans le laboratoire, afin

de mettre en évidence les oncogènes coopérant avec myc dans la progression

tumorale. Si Notchl a été identifié comme site d'intégration provirale dans

52% des thymomes, il n'en demeure pas moins qu'Ahi-1 cannait lui aussi des

insertions dans 14% des tumeurs (Girard et al., 1996). Les provirus au niveau

d'Ahi-1 comme dans les tumeurs induites par A-MuLV, sont tous intégrés

dans le sens anti-transcriptionnel d'Ahi-l. En définitive Ahi-1 semble être

impliqué dans la progression de tumeurs issues de divers types cellulaires en

l'occurrence des cellules d'origine lymphoïde. Allant dans ce sens, il a été

rapporté par deux équipes qu'Ahi-1 était ciblé par des insertions rétrovirales

avec une incidence de 4%, dans les tumeurs des cellules pré-B de souris

transgéniques Ef^/myc induites par M-MuLV (Haupt et al., 1991; van

Lohuizen et al., 1991).

0

4.3 Le gène ahi-1

Dès lors, Jiang et al. (en préparation) ont suspecté la présence d'un

gène au niveau du locus Ahi-1 dont la fonction ou l'expression serait affectée

par les intégrations provirales, apportant de fait un avantage sélectif à la

croissance tumorale. Dans ce sens, une région couvrant 70 Kb d'ADN

génomique de souris contenant Ahi-1 a été clonée, cartographiée et soumise à

l'analyse par amplification d'exons décrite par Buckler et al. (1991). Des

exons potentiels ont été découverts et permettant la préparation de sondes

pour i) confirmer l'existence d'un messager par bavardage de type Northern

dans divers organes, notamment le cerveau et le testicule ii) cribler une

banque d'ADNc de cerveau de rat puis de souris.

En définitive, le locus Ahi-1 contient un cadre de lecture ouvert dont

l'orientation transcriptionnelle est l'inverse de celle de myb. L'ADNc de

j
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pleine longueur est de 4750 pb comprenant deux régions non traduites, en 5

de 258 bp et en 3' de 1,4 Kb. Un ARNm de 5 Kb est exprimé très fortement

dans le testicule et le cerveau, modérément dans le thymus et divers organes.

Un ARNm de 3,5 Kb se retrouve fortement exprimée dans le cerveau et un

autre de 4,2 Kb dans le testicule suggérant un épissage alternatif du gène. Des

hybridations in situ ont démontré la présence du messager ahi-1 dans le

cortex thymique et dans le cerveau précisément au niveau des neurones

(Jiang et al., en préparation).

4.4 La protéine Ahi-1

L'ADNc à.'ahi-l code pour une protéine de 1048 aminoacides (Cf

figure 2, dans la partie I-Introduction). Par homologie avec des protéines

contenues dans les banques de données, il a été déterminé qu'Ahi-1 présente à

son extrémité C-terminale un domaine SH3 (Src Homology 3 (Jiang et al., en

preparation). Ce type de domaine est impliqué dans les interactions protéine-

protéine spécifiques, en reconnaissant le site consensus PxxP retrouvé sur de

nombreuses molécules de signalisation (Schlessinger, 1994). De plus, Ahi-1

arbore un domaine à cinq répétitions tryptophane-aspartate ou WD (WD

repeat) qui est présent dans des protéines médiant la transduction du signal

par le biais d'interactions protéine-protéine spécifiques (Smith et al., 1999).

Les protéines contenant ce type de domaine ont des fonctions très variées

chez les eucaryotes. Certaines sont impliquées dans la formation de

complexes ribonucléoprotéiques (snRNP ou small nuclear ribonucleoprotein)

réglant la synthèse des ARN (Bjorn et al., 1989). Un autre groupe fait partie

du complexe d'initiation de la transcription, comme le facteur de transcription

II D (TFIBD) (Hoey et al., 1993; Keleher et al., 1992; Williams et al., 1991).

u
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Figure 2 : Structure de la protéine Ahi-1. Ahi-1 est une protéine de 1048

acides aminés. Par homologie de séquence, différents domaines ont été mis

en évidence. La protéine contient trois domaines PEST (barres verticales)

impliqués dans le contrôle de la demi-vie de la protéine. Trois domaines de

localisation nucléaire ou NLS (triangles) sont répartis sur la longueur de

celle-ci. De plus, des domaines d'interaction protéine-protéine à savoir cinq

repetitions WD (pentagones) dans la partie centrale de la protéine et SH3

(hexagone) à l'extrémité C-terminale sont présents. Enfin, la protéine Ahi-1

comprend deux sites consensus de phosphorylation sur tyrosine (Y), l'un à

l'extrémité N-terminale et l'autre dans le domaine SH3.

u
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Enfin d'autres protéines contenant un domaine WD participent à l'assemblage

du cytosquelette (Vaisman et al., 1995), à la formation des vésicules, au

traffic intracellulaire de celles-ci (Pryer et al., 1993) et au contrôle de la

division cellulaire (Feldman et al., 1997).

De façon intéressante Ahi-1 contient trois séquences de localisation

nucléaire (Moroianu, 1997) (NLS, Nuclear Localization Sequence) à savoir

deux NLS juxtaposées en N-terminal et un NLS entre le domaine WD et SH3

en C-terminal. Ahi-1 affiche de plus des séquences consensus contrôlant la

degradation ou durée de vie de la protéine, communément appelées

sequences PEST car celles-ci sont riches en acides aminés proline (P),

glutamate (E), serine (S), thréonine (T) (Rechsteiner and Rogers, 1996).

Enfin, la protéine Ahi-1 comporte de nombreux motifs de modifications post-

traductionnelles dont notamment des sites de phosphorylation sur tyrosine

souvent impliqués dans la transduction du signal. En effet, les

phosphotyrosines modifient des interactions intra- ou intermoléculaires entre

protéines et par-là même modulent les interactions protéine-protéine ou le

fonctionnement d'enzymes comme les kinases Src (Williams et al., 1998).

5 PROBLÉMATIQUE

Le locus Ahi-1 a été découvert dans deux contextes : i) des tumeurs de

cellules pré-B issues de souris infectées par A-MuLV et complémenté en

trans par M-MuLV. ii) des tumeurs thymiques issues de souris MMTV /myc

infectées par le rétrovirus M-MuLV. Des intégrations provirales sont

observées au niveau du locus Ahi-1 dans 16% des lymphomes pré-B et 14%

des thymomes. L'incidence élevée d'intégration et l'orientation conservée des

rétrovims dans le sens inverse de la transcription du gène ahi-1 suggèrent un

rôle important de celui-ci dans la progression tumorale. L'expression en

ARNm d'ahi-1 est retrouvée entre autre dans le cortex thymique. De plus la

protéine Ahi-1 présentent les motifs (de phosphorylation sur tyrosine) et

J
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domaines (WD, SH3), caractéristiques d'une protéine adaptatrice impliquée

dans la signalisation cellulaire.

Nous nous proposons donc dans ce projet de vérifier si Ahi-1 est une

nouvelle protéine impliquée dans la signalisation de la cellule T, en

particulier les thymocytes. Au préalable, il est bon de faire rapidement le

point sur l'ontogénie des cellules T et la voie majeure de signalisation mise en

jeu dans les cellules T : la voie du récepteur à l'antigène ou TCR.

5.1 Le thymus et ontogénie des cellules T

Le thymus est un organe lymphoïde primaire bilobé, situé dans le

médiastin. Celui-ci est organisé en lobules séparés entre eux par du tissu

conjonctif. A l'intérieur de chaque lobules, les thymocytes sont organisés de

l'extérieur ou cortex vers la profondeur ou medulla.

Les thymocytes immatures en prolifération se trouvent dans le cortex

alors que les cellules matures sont dans la medulla, impliquant un gradient de

différenciation du cortex vers la medulla. Le thymus connaît une colonisation

par des cellules souches pré-T qui sont attirées par des facteurs

chémotaxiques. La differentiation des cellules pré-T passe par plusieurs

stades : i) Le stade à cellules négatives pour les deux marqueurs de surface

CD4 et CD8 communément appelées "double-négatives" (DN) CD4'CD8', où

les thymocytes réarrangent le gène de la chaîne R du TCR. ii) Le stade à

cellules qui expriment les deux marqueurs CD4 et CD8 ou double-positives

(DP) CD4+CD8+ qui comptent pour 90% des cellules du thymus. Les gènes

codant pour la chaîne a du TCR sont réarrangés. Les chaînes a P du TCR

sont désonnais faiblement exprimées à la surface de la cellule en association

avec le marqueur CDS, eof acteur du TCR. iii) Le dernier stade est caractérisé

par un expression élevée à la surface du TCR en association avec CD3. Les

thymocytes sont à présent des cellules positives pour un seul marqueur ou

simple-positves (SP). Elles sont soit CD4 , soit CD8+. Elles se situent à

present dans la medulla thymique.

J
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Les thymocytes connaissent des recombinaisons somatiques dans leur

gènes a p du TCR produisant une diversité de récepteurs capables de réagir

contre une diversité antigénique. Au cours du développement des

thymocytes, l'interaction du TCR avec le complexe majeur

d'histocompatibilité lié à l'antigène (CMH classe II) régie la survie cellulaire.

En effet, les interactions de faibles affinité et de fortes affinité entre le TCR et

le CMH classe D[ conduisent à l'apoptose du thymocyte. A la sortie du

thymus, les lymhocytes T SP CD4+ et CD8+ sont phénotypiquement matures

et sont capables de générer une réponse immunitaire (Roitt et al., 1998).

5.2 La signalisation via le TCR

L'interaction du TCR avec son antigène spécifique initie une cascade

intracellulaire de signaux qui convergent et agissent conjointememt dans la

différenciation et la prolifération des cellules T. L'événement le plus précoce

de la cascade de signalisation est la phosphorylation de résidus tyrosine des

sous-unités constituant le TCR, notamment les chaînes Ç, au sein d'une

sequence consensus appelée ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based

Activation Motif) (Kane et al., 2000). Phosphorylées par les membres de la

famille des kinases de type Src, Lck et Fyn, les ITAMs servent "d'amarre"à

d'autres tyrosine kinases, ZAP-70 et Syk. ZAP-70 et Syk interagissent avec

le TCR par leur domaine SH2 qui reconnaissent les tyrosines phosphorylées

(van Leeuwen and Samelson, 1999). Cette interaction permet l'activation

subséquente des ces enzymes par phosphorylation sur tyrosine. Par le jeu de

phosphorylations, de nombreux adaptateurs (Rudd, 1999) sont recmtés à

savoir PLCyl, Cbl, Vav et SLP76. Les majeurs effets retrouvés en aval sont

l'augmentation du calcium intracellulaire et l'activation de la voie Ras

(Alberola-Ila et al., 1997). Ces deux types de signaux sont suffisants pour

stimuler la prolifération via la voie AP-1 et induire l'expression de protéines

effectrices essentielles comme la cytokine IL-2.

J
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5.3 Les objectifs

Afin d'appréhender le rôle hypothétique d'Ahi-1 dans la signalisation

de la cellule T, nous avons choisi de façon générale, d'étudier la fonction de

la protéine Ahi-1 dans le contexte des cellules thymiques murines ex vïvo. De

plus, des souris CD4C/Ahi-l exprimant ahi-1 dans les cellules T CD4 ont

été générées dans le laboratoire afin d'étudier la fonction de la protéine Ahi-1
in vivo.

J
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l CONSTRUCTIONS PLASMIDIQUES

1.1 pCDNA3 Ahi-1 3,55 Kb

L'ADNc d'Ahi-1 d'une longueur de 3,55 Kb, clone dans les sites Eco

RI et Kpn l de pGEM-3, a été digéré par les enzymes de restriction i) EcoRI

(Gibco) et Hind m (Gibco) générant un fragment de 1Kb ii) Hind HI et Xba l

générant un deuxième fragment de 2,55 Kb; ce dernier site n'étant pas présent

dans la séquence d'Ahi-1 mais ce trouvant cependant dans la cassette de

clonage de pGEM-3 en aval de Kpn I. Enfin, le vecteur pCDNA3

(Invitrogen) est linéarisé par digestion avec les enzymes de restriction Eco RI

et Xba I. Les deux fragments Eco RVHind m de 1Kb et Hind ILUXba ï de

2,55 Kb et le vecteur digéré sont ligaturés en présence de la ligase du

bactériophage T4 (New England Biolabs). Rappelons que chaque fragment

d'ADN fait l'objet d'une migration dans un gel d'agarose 1% et d'une

purification de la bande en utilisant la "trousse d'extraction" Quiaex

(Quiagen) en conformité avec les recommandations du manufacturier.

1.2 pCDNAS AhiAWD

Le mutant Ahi-1 delete du domaine WD a été généré en plusieurs

étapes. D'une part, le plasmide pGEM-3 Ahi-1 3,55 Kb a été digéré par les

enzymes de restriction Ace l et Xba l générant un fragment d'ADNc d'Ahi-1

de 1,37 Kb. Ce fragment ainsi qu'un oligomère de Eco Kï/Pvu ï-Acc l faisant

office d'adaptateur (préservant le cadre de lecture ouvert) sont sous-clonés

dans le vecteur Litmus 29 (New England Biolabs) au niveau des sites de

restriction Eco RI et Xba l générant le plasmide Litmus Ahi Pvu I/Acc l-Xba

I . D'autre part, Ie plasmide pGEM-3 Ahi-1 3,55 Kb a été digéré par les

enzymes de restriction Eco RI et Pvu l générant un fragment d'une longueur

de 1,54 Kb. Rappelons ici que Pvu l (nt 1805) se situe en amont du domaine

WD-40, tandis qu' Ace l est localisé en aval (nt 2407). La digestion à ces sites

permet donc une deletion de la portion d'ADNc d'Ahi-1 codant pour ce

domaine. Enfin, le plasmide Litmus Ahi Pvu I/Acc l -Xba l a été digéré par
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les enzymes de restriction Pvu l et Xba l générant un fragment de 1,37 Kb.

Ce dernier est ligaturé avec le fragment de l'ADNc d'Ahi-1 Eco RÏ/Pvu l de

1,54 Kb, au niveau des sites Eco RI et Xbsi l de pCDNA3 préalablement

linéarisé par ces enzymes (Cf. Fig.8, section 5.1 dans ïîl-Résultaîs).

1.3 pBabe-puro Ahi-lAWD

Le vecteur pBabe puro est un vecteur rétroviral dont le promoteur

contrôlant l'expression génique est le LTR de M-MuLV. Celui-ci est très utile

dans le cadre de l'introduction d'un transgène dans des cellules en suspension

ou en règle générale dans les cellules difficilement transfectables par les

méthodes classiques. Afin d'introduire le mutant Ahi-lAWD, plusieurs étapes

ont été nécessaires. Premièrement, le plasmide pBabe puro-Ahi-1, disponible

au laboratoire est digéré par les enzymes de restriction BamH l et Pvu l

générant un fragment de 1,54 Kb. Deuxièmement, de façon similaire à la

constmction de pCDNAS AhiAWD (cf. section 1.2, ïl-Maîériel et Méthodes),

le plasmide Litmus Ahi Pvu VAcc ï-Xba ï a été digéré par les enzymes de

restriction Pvu l et Xho l générant un fragment de 1,37 Kb delete du domaine

WD. Enfin les fragments BamH VPvu l de l ,54 Kb et Pvu VXho l de 1,37 Kb

ont été ligaturés au niveau des sites de restriction BamH ï et Sal I du vecteur

pBabe-puro préalablement digéré par ces enzymes.

J

1.4 pEGFP-Ahi-1

Le vecteur pEGFP-Nl permet de fusionner des protéines à l'extrémité

N-terminale de GFP (Green Fluorescent Protein). Cette dernière permet le

"balisage" de la protéine d'intérêt, en l'occurrence Ahi-1. En effet, quand la

protéine GFP est excitée par la lumière UV, elle émet une lumière verte

observable au microscope permettant de localiser sub-cellulairement la

protéine fusionnée. Dans ce but, le plasmide pBabe puro-Ahi-1 est digéré par

les enzymes de restriction Eco RI et Hind III générant un fragment de 0,95

Kb. De plus, le plasmide pGEM-3 Ahi-1 4,6 Kb (contenant la région non

traduite en 3' d'Ahi-1) a été digéré par les enzymes de restriction Hind III et
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BamH I produisant un fragment de 2 Kb. Ces deux fragments sont ligaturés

au vecteur pEGFP-Nl préalablement digéré par les enzymes de restriction

Eco RI et BamH I. La jonction Ahi-1-GFP au niveau du site BamH I préserve

évidemment le cadre de lecture de GFP.

2 CULTURE CELLULAIRE

2.1 Les cellules 293T

Les cellules 293T sont des cellules embryonnaires rénales humaines

transformées par l'antigène T du vims simien SV40. Celles-ci sont

maintenues dans du milieu de culture DMEM (Gibco BRL) complémenté

avec 5% de sérum de veau fœtal (Fetal Calf Semm, PCS) dans une

atmosphère humide à 37°C contenant 5% de COz

3

2.2 Les cellules Jurkat

Les cellules Jurkat E6.1 proviennent de l'ATCC (American Type

Culture Collection). Celles-ci sont des cellules T matures immortalisées

dérivées d'une leucémie aiguë humaine. Les cellules Jurkat sont mises en

culture dans du milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de FCS, de la

glutamine à 2 mM et du du p-mercaptoéthanol à 50 ^iM et entretenues à une

concentration delx 10 àlx 10 cellules par mL.

3 DESCRIPTION DES ANTICORPS

J

Les anticorps anti-Ahi-1 ont été générés dans le laboratoire par

Normand Beaulieu. L'anticoqîs anti-Ahi-1, 1824-1 BL4, est un anticorps

dirigée contre la région C- terminale d'Ahi-1, généré en injectant à un lapin la

protéine GST-B310 qui contient 68 aa situés en aval du domaine SH3 d'Ahi-1

fusionnés à la protéine GST. L'anticorps 1783 est dirigé contre une région de

110 aa entre le domaine WD et le domaine SH3. L'anti-CDSe murin
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monoconal (l jLig/mL) a été purifié dans le laboratoire par Stéphane Gagnon à

partir de surnageant d'une culture d'hybridome 1452C11 généré chez le

hamster. L'anti-Nef a été produit dans le laboratoire par Patrick Vincent en

injectant à des lapins GST-Nef. L'anti-CD3e humain monoclonal (l |^g/mL) a

été purifié à partie de surnageant de l'hybridome OKT3 (ATCC). L'anticorps

antiphosphotyrosine utilisé est issue de l'hybridome 4G10 (Upstate

Biotechnology) et a été purifié par Stéphane Gagnon dans le laboratoire.

4 STIMULATION DES CELLULES

Les thymocytes obtenus à partir de souris C3H sauvages et les

cellules Jurkat sont mises en suspension dans du milieu de culture modifié:

RPMI 1640 contenant 0.1% de BSA-fraction V (Boehringer-Mannheim), et

HEPES (N-[2[Hydroxyehtyl] piperazine-N-[2-ethanesulfonic acid] ]) 25 mM

à pH 7,4, à 4°C et pré-incubées 10 min à 37°C. Les thymocytes murins sont

stimulés en rajoutant dans le milieu 7 |Lig d'anti-CDSe murin (1452C11) et

incubés 5 min à 37°C. Les cellules Jurkat sont stimulées en leur ajoutant 4 (^g

d'anti-CDSe humain (OKT3) et en les incubant 5 min à 37°C. Après

stimulation, les cellules sont centrifugée 30 sec à 12500 rpm à 4°C

(MicroCentrifuge 235C, FisherScientific) et resuspendues dans la solution de

lyse (Cf section 6, ïï-Maîériel et méthodes).

5 TRANSFECTION DES CELLULES

J

Les cellules 293T sont cultivées jusqu'à 80% de confluence dans un

pétri de 100 mm (Nunc) et transfectées avec 10 |Lig d'ADN plasmidique

précipité au calcium phosphate. En bref, l'ADN est resuspendu dans l mL de

CaClz 125 mM final. Le précipité est formé en mélangeant la solution d'ADN

à l mL de solution HBS (HEPES 50 mM à pH 7,05, KC1 10 mM, glucose 12

mM, NaCl 280 mM, Na2HPÛ4 1,5 mM). Après 5 min d'incubation à
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tenipérature ambiante, le précipité de 2 mL est ajouté aux cellules qui sont

remises 24 H en culture. Après cette période, le surnageant des cellules est

aspiré et remplacé par 10 mL de milieu. Les cellules sont remises en culture

pendant 24 H. Puis les cellules sont récoltées en les détachant avec une

spatule de caoutchouc et centrifugées 5 min à 1000 rpm. Celles-ci sont

resuspendues dans 10 mL de PB S IX et centrifugées 5 min à 1000 rpm et ce,

deux fois.

En ce qui concerne la localisation d'Ahi, les cellules sont transfectées

comme ci-dessus avec 10 (^g de pEGFP-Ahi-1 ou pEGFP en contrôle. Vingt-

quatre heures après transfection, le surnageant des cellules est aspiré et

remplacé par 10 mL de milieu. Quarante-huit heures après transfection, les

cellules sont observées au microscope à inversion (Axiophot, Zeiss) aux

grossissements 20X et 40X et des photos sont prises à l'aide d'une caméra et

numérisées par le logiciel NorthernEclipse.

6 EXTRACTION DES PROTÉINES

Les cellules sont resuspendues dans 500 p.L de tampon de lyse Brij 96

(Tris-HCl 25mM à pH 7,6, NaCl 150 mM, Brij 96 1% (Sigma), EDTA

(disodium ethylenediaminetetra-acetate dihydrate) 5mM et différents

inhibiteurs de protéases : Aprotinine 2 |ig / mL (Sigma), Leupeptine 2 p.g /

mL (Sigma), Pepstatine Ip.g / mL (Sigma), et TLCK 50|^g / mL (Sigma), et

inhibiteurs de phosphatases: NaV04 2mM (Sigma) et NaF 5mM (Fisher).

Après une incubation de 30 min sur glace, s'en suit une centrifugation à

12500 rpm et à 4°C afin de clarifier le lysat protéique. Les concentrations

protéiques sont ensuite déterminées par dosage colorimétrique selon la

méthode de micro-BCA (Bicinchoninic Acid, Pierce) en respectant les

recommandations du manufacturier.

J
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7 ÉLECTROPHORÈSE ET TRANSFERT DES PROTÉINES

7.1 Electrophorèse des protéines

Une quantité moyenne de 150 p.g de protéines est resuspendue dans un

volume approprié de tampon de chargement (Tris 200 mM à pH 6,8, dodécyl

sulfate de sodium (SDS) 2%, glycérol 20%, Bleu de bromophénol 0,015%, B-

mercaptoéthanol (Sigma) l .43 M) et dénaturée 5 min à 90°C. Les protéines

sont ensuite chargées sur gel dénaturant de polyacrylamide avec une

concentration en polyacrylamide ( de 7,5 à 10%) adaptée à la ou les protéines

étudiée(s). Ceux-ci contiennent une concentration finale en SDS de 0.1%. La

migration est effectuée à 80V en utilisant un appareil électrophorétique de

Biorad ("Mini-PROTEAN H") jusqu'à sortie du bleu.

7.2 EIectrotransfert des protéines sur membrane

Le gel est équilibré dans la solution d'anode II (Tris-HCl 25 mM à

pH 10.4) pendant 10 min Pendant ce temps la membrane PVDF

(poly vin ylidene difluoride) Immobilon (Millipore) de 10 x 6.5 cm est

immergée 30 sec. dans 20 mL de méthanol et équilibrée 5 min dans 100 mL

de solution d'anode ÎL. Le transfert semi-sec est réalisé grâce à l'appareil de

Schleicher and Schuell dont le montage "en sandwich" s'ordonne comme suit:

i) en contact avec l'anode en graphite, préalablement humidifiée avec la

solution d'anode I (Tris-HCl 0,3M à pH 10,4), sont déposées 2 feuilles

absorbantes (Schleicher & Schuell) équilibrées antérieurement 3 min dans 50

mL de solution d'anode I. ii) en contact avec les deux feuilles d'anode l est

déposée une feuille absorbante équilibrée comme précédemment, mais dans

la solution d'anode II. iii) ensuite est déposée la membrane, puis le gel. iv) sur

le gel sont mises trois feuilles absorbantes équilibrées dans la solution de

cathode (Tris-HCl 25 mM à pH 9,4, Glycine 40 mM). v) enfin la cathode en

graphite, équilibrée avec de la solution de cathode, est mise en place. Le

J
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.2^transfert se déroule à 100 mA constant (par membrane de 60 cmz) pendant l

heure.

7.3 Le buvardage de type Western

La membrane est séchée 15 min à l'air libre puis traitée au méthanol.

Celle-ci est ensuite plongée 5 min dans 100 mL d'eau. Enfin, la membrane est

équilibrée 10 min dans 50 mL de TBS (tampon tris-salin) (Tris-HCl à 10 mM

pH 8,0, NaCl 150 mM) contenant du Tween à 0.2% (v/v) (TEST). La

membrane est bloquée différemment en fonction de l'anticorps utilisé.

7.3.1 Immunoblot anti-Ahi

La membrane est bloquée dans 100 mL de TBST contenant 4% (p/v)

de lait écrémé et 1% de BSA-fraction V, deux heures à température ambiante

avec une faible agitation. La liaison de l'anticorps primaire est effectué en

incubant la membrane dans 10 mL de TBST contenant 0,4 % de lait et 0,1%

de BSA et 5 p,L d'anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 Bl. 4), deux heures à

température ambiante. La membrane est ensuite lavée quatre fois dans 50 mL

de TBST contenant 0,4 % de lait et 0,1% de BSA. Le marquage secondaire

est réalisé pendant 45 min à température ambiante avec un anti-IgG de lapin

couplé à HRP (péroxydase du raifort), généré chez la chèvre (Sigma), utilisé

à une dilution de 1.5/10000 dans 10 mL de TBST contenant 0,4% de lait et

0,1% de BSA. La membrane est rincée une fois dans 50 mL de TBST puis

quatre fois dans du TB S à raison de 10 min par rinçage. Le marquage est

révélé avec le substrat luminogène de la trousse "Renaissance" (NEN) puis

exposé au contact d'un film X-OMAT (Kodak).

J

7.3.2 Immunoblot anti-phosphotyrosine

La membrane est bloquée dans 100 mL de TBST contenant 3% (p/v) de

BSA-Fraction V (Boehringer-Mannheim), 30 min à température ambiante. La

liaison de l'anticorps primaire est effectué en incubant la membrane dans 10

mL de TBST contenant 0.3% de BSA et 9 |^L d'anticorps anti-

phosphotyrosine 4G10, 2 heures à température ambiante. La membrane est
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ensuite lavée quatre fois dans 50 mL de TBST, à raison de 5 min par lavage.

Le marquage secondaire est réalisé pendant 45 min à température ambiante

avec un anti-IgG de souris couplé à HRP, générée chez le lapin (Dakko),

utilisé à une dilution de 1,5/10 000 dans 10 mL de TEST contenant 0.3% de

BSA. La suite du protocole se déroule comme décrit çi-dessus (Cf. section

7.3.1, îl-Matériel et Méthode)

8 IMMUNOPRÉCIPITATION

Pour chaque immunoprécipitation, l mg de protéine est mélangé à 10

[J.L de sémm (anti-Ahi-1 (1824-1 Bl. 4), sérum pré-immun en contrôle, anti-

Nef) et 20 |iL d'un mélange 50% de billes d'agarose couplées à des protéines

G (Sigma). Après 12 heures d'immunoprécipitation, les billes sont

sédimentées au fond du tube par centrifugation rapide de 30 sec à 4°C

(MicroCentrifuge 235C, FisherScientific). Celles-ci sont ensuite soumises à

trois cycles de lavage dans 200 (J.L de tampon de lyse Brij 96 et centrifùgation

afin de rincer les billes. Les billes sont resuspendues dans 50 pL de tampon

de chargement et les protéines sont dénaturées (Cf. section 7.1, ïï-Matériel et

Méthodes). Les billes sont ensuite sédimentées au fond du tube par

centrifugation, 3 min à 12500 rpm (Sorval MC 12V), puis le surnageant est

déposé sur gel évitant les billes lesquelles peuvent altérer la migration.

9 TEST D'ACTIVITÉ KINASE

J

Après 12 heures d'immunoprécipitation, les billes sont sédimentées au

fond du tube par centrifugation (MicroCentrifuge 235C, FisherScientific)

rapide de 30" à 4°C. Après un lavage dans 200 p.L de tampon de lyse Brij 96,

celles-ci sont soumises à trois lavages dans 200 \iL de tampon TN (Tris-HCl

50 mM à pH 7,2, NaCl 150 mM). Ce protocole est une version adaptée de
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celui réalisé par ,B. Sefton (2000). A la fin de ces différentes étapes de

lavages, l'immunoprécipitat est resuspendu dans 10 p.L de tampon de kinase :

PIPES (piperazine-M N'-bis [2-ethanesulfonic acid]) 40 mM à pH 7,0, MnCl2

10 inM. L'échantillon est gardé sur glace jusqu'à utilisation. L'essai kinase est

réalisé en ajoutant à l'échantillon lO^iL de tampon de kinase contenant 10

^iCi, soit Ip.L de [y P]-ATP (adénosine triphosphate). Les billes sont mises

en suspension et le test d'activité kinase est effectué par une incubation de 10

min à 30°c. La réaction est arrêtée par ajout de l mL de tampon TN

contenant 0.01% de NP40 (Sigma). Les billes sont centrifugées 30" à 12500

rpm et le surnageant est aspiré. Les billes sont finalement resuspendues dans

50 p,L de tampon de chargement et soumises à une électrophorèse comme

décrit antérieurement (Cf section 7.1, ïï-Matériel et Méthodes). Après

migration le gel est déposé dans 100 mL de solution de fixation (isopropanol

20%, acide acétique 10%) et incubé 10 min à température ambiante. Le gel

est ensuite coloré afin de visualiser les protéines, dans 100 mL de solution de

coloration (Acide acétique 10% (v/v), Bleu de Coomassie-G520 (Sigma)

0.012% (p/v)) et ce pendant 30 min à température ambiante. Enfin les

protéines sont révélées par plusieurs lavages successifs dans une solution de

décoloration (Acide acétique 10% (v/v)). Le gel est ensuite séché 45 min à

80°C (Gel dryer 583, Biorad) puis exposé dans une cassette de

phosphorimager-Storm et analysé.

10 ANALYSE DES SITES DE PHOSPHORYLATIONS

J

Après le test d'activité kinase et migration dans un gel de

polyacrylamide dénaturant, les protéines sont transférées sur membrane

comme décrit précédemment (Cf. section 7.2, Il-Matériel et Méthodes).

Après le transfert, la membrane est exposée au contact d'un film X-OMAT

(Kodak) afin de repérer les protéines marquées au P. Après repérage des
bandes, celles-ci sont découpées à l'aide d'une lame de rasoir et déposées
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individuellement dans un microtube (Eppendorff). Le reste de l'experience est

réalisée en grande partie par Mathieu Arcand, étudiant dans le laboratoire du

Dr Sylvain Meloche. Chaque membrane est humidifiée avec 200 j^L de

méthanol pendant 30 sec, puis agitée au vortex durant une minute. Le

méthanol est jetée puis remplacé par 800 pL d'eau afin de réhydrater la

membrane. Celle-ci est à nouveau agitée au vortex pendant une minute. Le

surnageant est jeté puis la membrane est lavée deux fois avec l mL d'eau.

Enfin sont ajoutés 200 |^L d'HCl 5,7N et la membrane est incubée dans cette

solution à 110°C durant 60 min afin d'hydolyser les protéines. Les tubes sont

refroidis sur glace et le surnageant reccueilli. Ce dernier est déposé dans un

microtube propre percé au niveau du bouchon et est lyophilisé durant 2 H. Le

culot asséché est dissout dans 6 ^iL de tampon de migration (Acide formique,

acide acétique, pyridine). Chaque extrait est déposé sur plaque de cellulose

(EM Science) pour chromatographie sur fine couche et mis à migrer 45 min à

20 mA. La plaque est séchée à température ambiante et les standards de

migration (phosphotyrosine, phosphosérine, phosphothréonine) sont

visualises par pulvérisation de ninhydrine 0,25%. La plaque est ensuite

exposée dans une cassette de phosphorlmager (Molecular Dynamics).

11 CRIBLAGE DES SOURIS TRANSGÉNIQUES CD4C/AHI-1

J

11.1 Obtention de I'ADN génomique de souris

Les souris transgéniques CD4C/AHI-1 générées préalablement dans

le laboratoire par Benoit Laganière et Michel Robillard, sont croisées avec

des souris de souche C3H (Charles River). Les souris âgées de 21 jours sont

criblées afin de savoir si celles-ci ont intégré le transgène à leur génome. Un

centimetre de queue est prélevé, déposé dans 500 j^L solution de lyse (Tris

100 mM à pH 8,0, EDTA 5 mM, SDS 0,2%, NaCl 200 mM, protéinase K à

100 [j,g / mL (Boehringer Mannheim)), dans une plaque de 96 puits

(Beckman) et incubé une nuit à 65°C, sous rotation constante. Le lysat est
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ensuite clarifié par centrifugation à 2500 rpm, à une température de 30°C. Le

surnageant est transféré dans une nouvelle plaque de 96 puits. L'ADN est

précipité en rajoutant 500 |J.L d'isoprapanol et le précipité est centrifugé à

2500 rpm à température ambiante. L'ADN est resuspendu durant une nuit à

65°C dans 200 [iL de TE (Tris 10 mM à pH 8,0, EDTA l mM).

11.2 Digestion de l'ADN génomique et électrophorèse

Pour une digestion d'environ 20 (ig d'ADN, 25 ^iL de la solution

d'ADN en suspension obtenue précédemment sont mélangés à 5 (J.L de

spermidine 0,1 M, 50 unités d'enzyme BamH I (New England Biolab), 8 p,L

de tampon de digestion (Gibco) et 50 ^L d'eau bidistillée dans un volume

final de 100 pL. La réaction de digestion est effectuée durant quatre heures à

37°C. La digestion terminée, 8 [iL de tampon de chargement (bleu de

bromophénol 0,25%, xylène cyanol 0,25% glycérol 30%) sont ajoutés au 100

pL précédents. 80 \iL de cette dernière solution sont déposés sur gel

d'agarose 1% (20 x 23 cm) puis soumis à une migration à 50 V pendant 16H

dans du tampon de migration TAE IX (Tris 40 mM à pH 7,7, acétate de

sodium 5 mM, EDTA 1 mM).

11.3 Transfert sur membrane

Après migration, le gel est incubé 30 min dans un bain de dénaturation

(NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) puis équilibré pendant 30 min dans environ l L

de solution de neutralisation (Tris 0,5 Ma pH 7,0, NaCl 3 M). L'ADN est

ensuite transféré sur membrane selon la méthode de Southern ( ). En effet, le

gel est déposé sur 6 feuilles de papier (3 MM,Whatman) saturées de solution

SSC (Salt Sodium Citrate) 20X (NaCl 3M, citrate de sodium 0,3M, pH 7,0).

Le gel est recouvert par une membrane de nylon d'une épaisseur de 0,45 [im

(MSI) humidifiée à l'eau nanopure. Celle-ci est recouverte d'une feuille de

papier (1MM, Whatman) humidifiée à l'eau nanopure. Le tout est recouvert

de 10 cm de papier absorbant et d'un poids. Le transfert dure ainsi au

J
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minimum 4H. Le transfert terminé, la membrane est séchée 10 min à 65°C et

l'ADN fixé aux U.V. pendant 3 min

11.4 Hybridation

Une fois l'ADN fixé à la membrane de nylon, cette dernière est

réhumidifiée avec de l'eau nanopure, puis préhybridée dans 10 mL de
solution de Denhart ( SSC 5X, SDS 0,5%, Denhart 5X (fait à partir d'une
solution Denhart 100X (Ficoll 400 10g, polyvinylpyrrolidone 10g, BSA-
fraction V 10g, eau qsp 500 mL)) contenant 200 yiL de sperme de saumon
soniqué, à 2,5 mg / mL et préalablement dénaturé 3 min à 100°C. La
préhybridation est effectuée à 65 °C durant 2H. Pendant la préhybridation la
sonde est marquée : 200 ng du fragment EcoRI de 2 Kb d'ADNc d'Ahi-1, issu
du plasmide pGEM3 Ahi-1 4,6 Kb, dans 8 pL d'eau bidistillée sont dénaturés
3 min à 100°C puis mis sur glace afin de conserver l'état monocaténaire de
l'ADN. La sonde est marquée radioactivement avec IpL de [a- P]dATP et
1|^L de [a-32P]dCTP (DuPont NEN) en présence d'hexamères
oligonucléotidiques aléatoires et l pL de fragment kleenow de la polymérase
I de l'ADN (trousse "Oligolabelling kit", Pharmacia Biotech). Après 2H
d'incubation à température ambiante, 4 pL d'ARNt (5 mg/mL) et 55 |jL de
NaCl 0,3 M sont ajoutés. 2 pL de cette solution sont ajoutés à l mL de la
solution de précipitation (Acide trichloroacétique 12,5%, sodium
pyrophosphate 10 mM) et ce à température de la glace. Cette solution est
filtré sur un disque de membrane de nylon (MSI) puis rincée à l'acide
trichloroacétique 5%. Le filtre est mis dans 10 mL de liquide à scintillation et

l'activité spécifique déterminée à l'aide d'un compteur de particules P.

La sonde est précipitée avec 200 [iL d'éthanol 95% et incubée 20 min
sur la carboglace. Après centrifugation de la sonde, celle-ci est resuspendue
dans 100 |^L de TE. La membrane est mise dans 10 mL de solution de

Denhart contenant 200 pL de sperme de saumon dénaturés et 100 |LiL de

sonde dénaturée 3 min à 100°C. L'hybridation dure tout une nuit à 65°C.

J
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11.5 Rinçages de la membrane et exposition

La solution d'hybridation est jetée. La membrane est incubée deux

fois durant 10 min à température ambiante dans la solution SSC 2X. Ensuite,

celle-ci est lavée une heure à 65°C dans la solution SSC 0, IX, SDS 0,15%.

Enfin, la membrane est rincée abondamment avec la solution SSC 0,1X.

Après avoir séchée la membrane 10 min à 65°C, cette dernière est exposée 16

H. au contact d'un film X-OMAT (Kodak) à -80°C puis révélée.

12 EXPRESSION DE L'ARNm D'AHI-1 DANS LES SOURIS CD4C/AHI-1

12.1 Extraction de l'ARN

Après sacrifice de la souris par asphyxie au COs, le thymus, la rate et

le rein sont prélevés et déposés dans du PBS IX sur glace. Les organes sont

ensuite découpés en portion de 50 à 100 mg puis congelés directement dans

l'azote liquide. Enfin ceux-ci sont stockés à -80°C jusqu'à extraction de

l'ARN. Lors de l'extraction de l'ARN, une pièce d'organe de 50 à 100 mg est

décongelée directement dans l mL de Trizol (Gibco BRL). Le protocole

d'extraction est confonne aux recommandations du manufacturier. En bref,

l'organe est broyé et homogénéisé pendant 30 sec. à l'aide d'un broyeur

d'organe ou TISSUMIZER (Tekmar). Après une incubation de 5 min à

température de la pièce, 200 (^L de chlorofomie sont ajoutés. Après une

agitation vigoureuse et une incubation supplémentaire de 3 min, le mélange

ainsi obtenu est centifugé (MicroCentrifuge 235C, Fisher Scientific) pendant

15 min à 12500 rpm à 4°C. La phase supérieure est reccueillie et additionnée

à 500 [iL d'isopropanol afin de précipiter l'ARN total. Après une incubation

de 10 min à température de la pièce et une centrifugation de 10 min à 12500

rpm à 4°C, le culot d'ARN est lavé dans l mL d'éthanol 75% puis centrifugé

à nouveau à 7500 rpm à 4°C pendant 5 min Le culot d'ARN asséché à l'air

libre pendant 10 min , est resuspendu dans 50 [iL d'eau traitée avec 0,1%

J
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(v/v) de DEPC (diéthylpyrocarbonate). La concentration en ARN est

déterminée par dosage spectrophotométrique à 260 nM.

12.2 EIectrophorèse de l'ARN, transfert sur membrane et hybridation

Après détermination de la quantité d'ARN, 15 à 20 jjg d'ARN

contenus dans 4,5 pL d'eau DEPC sont mélangés à 11,5 pL de tampon de

chargement (glycérol 12,5%, EDTA 0,25 mM, bleu de bromophénol 0,02%

(p/v), xylène cyanol 0,02% (p/v), formaldehyde 7,4%, formamide déionisée,

MOPS 1,5X). Après une incubation à 65°C durant 15 min, est ajouté l pL de

bromure d'éthidium à Img/mL. Le tout est ensuite déposé sur un gel

d'agarose 1% contenant du tampon MOPS IX (MOPS (3-[N-Morpholino]

acide propanesulfonique) 20 mM à pH 7,0, acétate de sodium 50 mM, EDTA

2 mM, DEPC 0,1% (v/v)), et 2% de formaldehyde. L'électrophorèse est

conduite à 120V dans le tampon de migration contenant du MOPS IX et 2%

de fomialdéhyde. Le transfert sur membrane est réalisé comme

précédemment en otant les étapes de dénaturation et renaturation. Les étapes

d'hybridation et de lavages sont réalisées comme décrit plus-haut (Cf.

sections 11.3, 11.4, 11.5, ïï-Matériel et Méthodes ).

J
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l PARTICIPATION D'AHI-1 A UN COMPLEXE COMPRENANT DES

PROTÉINES PHOSPHORYLÉES SUR TYROSINES

L'ARNm d'Ahi-1 d'une taille de 5 Kb est exprimé dans le thymus

murin. De plus, Ahi-1 présente toutes les caractéristiques stmcturales d'une
molécule de signalisation à savoir un domaine WD et SH3 (Jiang et al., en

preparation). En outre, Ahi-1 est la seule protéine découverte jusqu'à présent,
qui contienne ces deux domaines. La modification majeure des protéines
suivant l'interaction du TCR avec son antigène propre est la phosphorylation
sur tyrosine. Compte tenu de l'implication hypothétique d'Ahi-1 dans la
signalisation induite par le TCR ; nous avons envisagé que celle-ci pouvait
interagir avec des protéines phosphorylées sur tyrosine dans les thymocytes
murins, subséquemment à l'activation via le TCR.

Des thymus de souris C3H ont été réduits à l'état de suspension
cellulaire. Les thymocytes sont stimulés 5 min avec 7 p g d'anticorps anti-

CD3s murins monoclonaux à 37°C. La chaîne CD3e est une unité du TCR ;

l'utilisation d'un anti-CD3e rapproche ou dimérise dans un même

environnement deux TCRs mimant l'activation cellulaire par un antigène en

initiant la cascade de phosphorylation. Après stimulation et extraction des
protéines dans du tampon Brij 96, Ahi-1 est immunoprécipité avec l'anticorps
anti-Ahi-1 1824-1 B14. L'immunoprécipitat est dénaturé et les protéines
chargées sur gel de polyacrylamide (7,5%) dénaturant. Les protéines sont
transferees sur membrane et celles d'entre-elles qui sont phosphorylées sur
tyrosine sont détectées par immunobuvardage de type Western avec un

anticorps anti-phosphotyrosine (4G10) (Fig.3).

Après stimulation, des quantités plus importantes de protéines

phosphorylées sur tyrosine apparaissent par rapport aux cellules non

stimulées (Fig. 3 pistes 1 et 2).

J
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Figure 3 : La protéine Ahi-1 immunoprécipite avec des protéines

phosphorylées sur résidus tyrosine dans les thymocytes marins. Les

thymus de souris C3H sont prélevés et réduits à l'état de suspension cellulaire

dans du milieu RPMI modifié (Cf. Section II matériel et méthodes). Après

stimulation pendant 5 min avec 7 ^ig d'anti-CD3e monoclonal murin à 37°C,

les protéines sont extraites puis immunoprécipitées avec l'anticorps anti-Ahi-

l ou du sérum de pré-immunisation. Après SDS-PAGE, les protéines sont

révélées à l'aide d'un anticorps anti-phosphotyrosine monoclonaL (9/10 000,

4G10).

En contrôle, des protéines (Extr. Tôt.) issues de cellules stimulées ou non,

sont déposées sur gel. Les protéines immunoprécipitées par l'intermédiaire

d'Ahi-1 (sémm immun +) avec (+) ou sans (-) stimulation sont indiquées par

a) et b) et n'apparaissent pas avec un sérum de pré-immunisation (sérum -).

J
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De plus, des protéines phosphorylées de novo sont visibles (Fig.3, piste2), en

coherence avec la dynamique des phosphorylations après initiation de la voie

du TCR.

Il est mis en évidence Fig.3 qu'Ahi-1 interagit avec un doublet

protéique de 120 KDa phosphorylées sur tyrosine de manière constitutive

(piste 4, flèche a) et une protéine de 40 KDa après stimulation de la voie du

TCR (piste 6, ïïèche b). Remarquons aussi la présence dans

l'immunoprécipitat, une protéine à 70 KDa après stimulation du TCR.

Cependant celle-ci semble être présente quand le sémm non-immun est

utilisé. Aussi l'étude de celle-ci a été écartée. Le doublet de 120 KDa

comigre avec Ahi-1 dans d'autres expériences (résultats non montrés). D est à

noter qu'il y a une protéine majeure de 55 KDa qui apparaît avant et après

stimulation. Celles-ci sont possiblement les chaînes lourdes des

immunoglobulines du sérum car elles se superposent exactement avec les

mêmes chaînes colorées au bleu de Coomassie. D est à noter que ces

dernières ne se retrouvent pas dans le sérum de pré-immunisation ou

seulement à de très faibles concentrations comme les pistes 3 et 5 le

montrent. Dans des expériences ultérieures, nous avons émis l'hypothèse que

la p55 pouvait être en fait Lck (57 KDa). Aussi avons-nous réalisé une

réimmunoprécipitation de cette protéine. La protéine est immunoprécipitée

quelque soit l'anticorps utilisée (anti-Lck, anti-Lat, anti-Ras, anti IgG)

indiquant que cette protéine peut se lier aux protéines G. De fait, la p55

paraît être les immunoglobulines; celles-ci seraient phosphorylées sur

tyrosine in vivo chez le lapin (résultats non montrés). Cependant il n'est pas

exclu qu'une protéine de 55 Kb interagisse avec Ahi-1 et que celle-ci soit

complètement masquée par le signal des immunoglobulines. Signalons

l'existence d'autres protéines, en concentration plus faible, qui se retrouvent

associées à Ahi-1 constitutivement (indépendamment de la stimulation via le

TCR). Celles-ci ne sont détectables qu'après une longue exposition (résultats

non montrés).

J
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^ 2 PARTICIPATION D'AHI-1 A UN COMPLEXE PROTEIQUE

ARBORRANT UNE ACTIVITE PROTEINE-KINASE

Ahi-1 présente toutes les caractéristiques d'une protéine adaptatrice

notamment par la présence de deux domaines principaux d'interaction

protéine-protéine WD et SH3. Dans la signalisation du TCR, ces adaptateurs

permettent la concentration dans un environnement limité des effecteurs

offrant une régulation fine et concertée de la signalisation (Rudd, 1999). Ces

molécules font souvent le lien entre un substrat et une enzyme, une kinase par

exemple. De plus, des résultats à confirmer, de transfection de cellules de

thymomes murins laissent à penser qu'une surexpression d'Ahi-1 pourrait

augmenter le seuil basai de phosphorylation des tyrosines. Aussi, avons-nous

réalisé un essai kinase afin de mettre en évidence une telle interaction.

Des protéines de thymocytes murins ont été extraites et Ahi-1

immunoprécipité afin de réaliser l'essai kinase (Cf. section 9, II Matériel et

Méthodes).

La figure 4 met en évidence la participation d'Ahi-1 à un complexe

protéique présentant une activité kinase, par l'apparition de protéines

phosphorylées de novo (piste l) : un doublet protéique à 120 KDa, un autre

doublet à 55 KDa dont le degré de séparation entre les deux bandes

protéiques varie considérablement d'un gel à l'autre (doublet peu visible ici).

L'intégration d'Ahi-1 dans un complexe comprenant une kinase est démontrée

par les faits suivants : i) une immunuprécipitation avec du sémm de pré-

immunisation ne révèle aucune activité kinase (piste 2), ii) l'activité kinase

est absente quand l'immunoprécipitation est réalisée en ajoutant 2 |Lig de

peptide ayant permis de générer l'anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14) en

competition avec Ahi-1, (piste 3). Nous nous concentrerons par la suite sur

les bandes majoritaires.

J
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Figure 4 : Participation d'Ahi-1 à un complexe présentant une activité kinase dans
les thymocytes murins. Après extraction des protéines l mg de protéine est utilisée pour
chaque condition d'IP laquelle est suivie d'un essai kinase in vitro et une migration sur gel
de polyacrylamide dénaturant (10%). La piste l correspond à une IP avec un anticorps
anti-Ahi-1 (1824-1 B14). La piste 2 est le résultat d'une IP avec l'anti-Ahi-1 en présence
de l'épitope de celui-ci, gst-B310, ayant servi d'antigène pour générer l'anticorps anti-
Ahi-1. Enfin la piste 3 représente le contrôle négatif à savoir une IP réalisée avec le
sémm de pré-immunisation. Les protéines majoritaires nouvellement phosphorylées à
savoir deux doublets de 120 KDa et 55 KDa sont indiquées par des Hèches.

J
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3 AHI-1 EST UN DES SUBSTRATS DE LA KINASE PARTICIPANT AU

COMPLEXE PROTEIQUE

J

Les résultats suggèrent qu'Ahi-1 est intégré à un complexe présentant

une activité kinase dans les thymocytes murins. Nous savons en outre qu'Ahi-

l comigre avec le doublet de 120 KDa (résultats non-montrés). Un bon

moyen pour montrer qu'Ahi-1 était un substrat d'une kinase, fut de profiter du

marquage qu'offrait l'essai kinase. Ainsi après immunoprécipitation avec un

anticorps anti-Ahi-1 à partir de protéines de thymocytes, un essai kinase sur

l'immunoprécipité, puis une migration sur gel dénaturant, la bande de gel

correspondant au doublet est excisée et laissée à diffuser dans du tampon de

lyse Brij 96. Après deux jours de diffusion à température ambiante, des

immunoprécipitations sont réalisées.

La figure 5B montre que le doublet de 120 KDa est Ahi-1 elle-même

puisque celle-ci est immunoprécipitée avec deux anticorps anti-Ahi-1 (1783

et 1824.1 B14) dirigés contre des domaines différents de la protéine. De plus,

un anticorps anti-Nef dirigé contre une protéine du virus de

l'immunodéficience humaine (VIH) ne peut immunoprécipiter Ahi-1,

réalisant en quelque sorte un contrôle isotypique du sérum anti-Ahi. Nous

n'avons trouvé dans les banques de données aucune homologie entre Ahi-1 et

les domaines kinases connus. De plus des tests d'autophosphorylation d'Ahi-1

dans le cadre d'un essai kinase à même le gel se sont avérés négatifs (résultats

non montrés). Aussi, dans le cadre des limites de nos expériences, nous avons

écarté la possibilité qu'Ahi-1 soit elle-même une kinase.

Suite à l'identification du doublet de 120 KDa, nous avons voulu

identifier par le même type d'expérience, le doublet à 55 ICDa en

l'immunoprécipitant avec divers anticorps spécifiques de protéines

appartenant à la voie de signalisation du TCR présentant ce poids moléculaire

apparent. Le doublet s'est retrouvé immunoprécipité non seulement avec tous

lest anticorps utilisés mais aussi avec les protéines G. Nous avons conclu que
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ce doublet était la chaîne lourde des immunoglobulines de lapin. Cependant

nous n'excluons pas qu'il puisse y avoir colocalisation avec d'autres protéines

dont le signal serait masqué par celui des immunoglobulines.

'^

J



53

-}

Figure 5 : La protéine Ahi-1 est un substrat d'une (ou plusieurs)

kinase(s) du complexe. La figure 5A représente schématiquement le

protocole mis en place pour identifier Ahi-1. Des IPs avec l mg de protéines

issues de thymocytes murins, suivies d'essais kinase in vitro avec lO^Ci

d'ATP [a-32P], ont été réalisées avec un anti-Ahi-1 (1824-1 B14) (piste 2) ou

avec du sémm de pré-immunisation en contrôle (piste l). Contrairement aux

essais kinase antérieurs, le gel est exposé directement au contact d'un film

durant une heure. Après repérage du doublet d'une taille de 120 KDa, la

bande de gel le contenant est découpée puis laissée à diffuser durant deux

jours dans du tampon de lyse Brij 96. Le surnageant a été de nouveau soumis

à de nouvelles IPs. La figure 5B montre le résultat de ces IPs : i) en présence

d'un premier anti-Ahi-1 (anti-Ahi-1 A ou 1783) dirigée contre la région entre

les domaines WD et SH3 d'Ahi-1. ii) en présence d'un second anti-Ahi-1

(anti-Ahi-1 B ou 1824-1 B14). iii) en présence d'un anticorps anti-Nef généré

similairement aux anti-Ahi-1, chez le lapin servant de contrôle négatif.

J
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4 AHI-1 FAIT PARTIE D'UN COMPLEXE PROTEIQUE PRESENTANT

UNE ACTIVITE KINASE SPÉCIFIQUE DES RÉSIDUS TYROSINES

4.1 Les phosphorylations sont résistantes au traitement alcalin

Jusqu'à présent, nous avons fait la preuve de l'intégration d'Ahi-1 à un

complexe protéique arborrant une activité kinase. En outre, nous avons

determine qu'Ahi-1 était un substrat d'une (ou des) kinase(s) présente(s) dans

ce complexe protéique. L'étape suivante était de préciser la spécificité de site

de la kinase, c'est à dire quel(s) résidu(s), serines, tyrosines ou thréonines elle

phosphoryle. Après immunoprécipition d'extraits de thymocytes murins avec

un anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14), l'immunoprécipitat est employé à un

essai kinase (figure 6, partie de gauche). De façon reproductible, les doublets

de 120 KDa et de 55 KDa sont mis en évidence lors d'une

immunoprécipitation avec l'anti-Ahi-1 et ne se retrouvent pas avec le sémm

de pré-immunisation. En seconde étape, le gel séché est immergé dans une

solution de KOH IM durant deux heures à 55°C. Le gel est ensuite séché une

nouvelle fois, puis réexposé. Il est connu que la liaison des phosphates aux

résidus thréonines et serines est labile dans de telles conditions

La figure 6 (partie de droite) montre que les phosphorylations sont

résistantes au traitement. Cette expérience préliminaire indique simplement

que la kinase est sûrement spécifique des résidus tyrosines.

J

4.2 La kinase est spécifique des résidus tyrosine

Dans le but de mettre en évidence sans ambiguïté la spécificité de la

kinase, nous avons entrepris d'identifier les phosphoaminoacides d'Ahi-1 et

de la p55.

Après immunoprécipitation d'extraits protéiques de thymocytes murins

à l'aide d'un anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14) et un essai kinase (Fig. 7A),

les bandes a, b, e sont découpées à même la membrane. Les protéines

contenues à leur surface sont hydrolysées par un traitement à l'acide

chlorhydrique. Les acides aminés issus de cette dégradation sont soumis à
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^ une chromatographie sur fine couche de cellulose. Seuls les résidus contenant

un phosphate radioactif incorporé lors de l'essai kinase sont visualisés.

La figure 7B montre que la quasi-totalité des résidus phosphorylés sont

des tyrosines et ce pour les deux espèces analysées à savoir le doublet de 120

KDa et le doublet de 55 KDa. Aussi pouvons-nous affinner que la kinase est

spécifique des tyrosines. Par la même occasion, nous pouvons aussi avancer

que la protéine Ahi-1 est phosphorylée sur tyrosine par la (ou les) kinase(s)

du complexe protéique. Ceci est cohérent avec le fait qu'Ahi-1 contient deux

sites consensus de phosphorylation sur tyrosine, situés en N-terminal et en C-

terminal.

D

J
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Figure 6: Etape initiale de l'identification des résidus phosphorylés par

la kinase appartenant au complexe protéique contenant Ahi-1, dans les

thymocytes murins. De manière analogue à l'expérience de la figure 4, après

IP suivie d'un essai kinase (à gauche), le gel est soumis à un traitement au

KOH IM pendant 2 H à une température de 55°C., puis coloré au bleu de

Coomassie, séché et enfin exposé dans une cassette de Phosphorlmager. La

piste 1 représente le contrôle négatif à savoir une IP avec du sérum de pré-

immunisation, tandis que la piste 2 est le résultat d'une IP menée avec un

anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14). Les protéines précédemment décrites,

indiquées par des flèches, présentent des phosphorylations résistantes au

traitement alcalin (à droite).

J
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Figure 7 : Ahi-1 appartient à un complexe protéique présentant une

activité kinase spécifique des résidus tyrosines. Les protéines de

thymocytes murins ont été extraites dans du tampon de lyse Brij 96. Ahi-1 a

ensuite été immunoprécipité à partir de l mg de protéines, avec 10 [iL

d'anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14). Un essai kinase in vitro a été réalisé à

partir de l'immunoprécipitat avec 10 p Ci d'ATP [a-32P]. Ce dernier a été

dénaturé puis chargé sur gel de polyacrylamide (10%) dénaturant et les

protéines transférées sur membrane PVDF. Après exposition de la membrane

au contact d'un film X-OMAT (Kodak), les bandes correspondant aux

protéines majoritairement phosphorylées sont récupérées. Celles-ci sont

représentées sur la figure 7A désignées par les flèches a (120 KDa), b et e

(doublet à 55 KDa; b est la protéine supérieure, e la protéine inférieure).

J
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5 GENERATION DU MUTANT AHI-1AWD

Ahi-1 interagit avec des protéines phosphorylées sur tyrosine de

manière constitutive ou après stimulation de la voie de signalisation du TCR

(p40). De plus, dans les thymocytes murins, Ahi-1 participe à un complexe

présentant une activité kinase spécifique des résidus tyrosines. Nous avons

démontré qu'Ahi-1 est un substrat de cette activité kinase. Dans le but de

comprendre la fonction d'Ahi-1 dans la cellule T, il a été décidé de générer

différents mutants d'Ahi-1 en particulier une protéine mutante délétée de son

domaine WD et une autre délétée de son domaine SH3. Ces mutants

devraient nous permettre dans un premier temps de situer les domaines

d'interaction avec la kinase et avec les protéines phosphorylées sur tyrosine.

5.1 Construction du mutant Ahi-lAWD

Le mutant Ahi-lAWD a été delete de son domaine WD comme décrit

précédemment (Cf. Section dans Matériel et Méthodes). Brièvement, l'ADNc

d'Ahi-1 d'une taille de 3,55 Kb a été digéré par les enzymes de restriction Eco

RI et Pvu l (fragment de 1,54 Kb), Pvu I se trouvant à la limite N-terminale

du domaine. Puis ce même ADNc a été digéré par les enzymes Ace l (nt

2407) et Xba I. (fragment de 1,37 Kb) ; Ace l se trouve à la limite C-

terminale du domaine. Les deux fragments ainsi générés sont ligaturés

ensemble en utilisant un oligonucléotide d'adaptateur, soit dans le vecteur

d'expression pcDNA3, soit dans le vecteur rétroviral pBabe puro. Les deux

types de construction ont été sequences afin de vérifier la conservation du

cadre de lecture ouvert. Le mutant Ahi-1 est schématisé figure 8.

5.2 Expression du mutant Ahi-lÀWD dans les cellules 293T

Les cellules 293T ont été transfectées par précipitation au

calcium/phosphate, avec 10 ^ig de chacune des constructions suivantes :

pCDNAS Ahi-1 3,55 Kb et pCDNAS Ahi-lAWD. Quarante-huit heures après
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AWDtransfection, les cellules sont lysées. Ahi-1 et Ahi-1""" sont

immunoprécipitées en utilisant l'anticorps 1824-1 B14 dirigé contre la partie

3

J
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Figure 8 : Représentation schématique du mutant Ahi-lAWD. L'ADNc

d'Ahi-1 d'une taille de 3,55 Kb a été digéré par les enzymes de restriction Eco

RI et Pvu l (fragment de 1,54 Kb), Pvu I se trouvant à la limite N-terminale

du domaine. Puis ce même ADNc a été digéré par les enzymes Ace l (nt

2407) et Xba I. (fragment de 1,37 Kb) ; Ace l se trouve à la limite C-

terminale du domaine. Les deux fragments ainsi générés sont ligaturés

ensemble en utilisant un oligonucléotide Pvu I/Acc l faisant office

d'adaptateur.
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Figure 9 : Determination de la taille apparente du mutant Ahi-1 . Des

cellules 293T ont été transfectées avec pcDNAS ou pcDNAS-Ahi-l ou

pcDNAS-Ahi-l . Quarante-huit heures après transfection, les protéines

sont extraites dans du tampon de lyse Brij 96 puis immunoprécipitées (avec

l'anticorps anti-Ahi-1 1824-1 B14. Celles-ci sont ensuite soumises à une

électrophorèse dans un gel d'acrylamide (10%) et transférées sur membrane.

Les protéines Ahi-1 sauvage et mutante sont mises en évidence avec l'anti-

Ahi-1 1824-1 B14. La protéine Ahi-1 apparaît aux environs de 120 KDa

(piste2) alors que la protéine Ahi-1 mutante migre à hauteur de 98 KDa

(piste 3) en accord avec le témoin issu d'une transfection des cellules 293T

transfectées avec le vecteur seul (piste l).

J
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^ C-terminale de la protéine, donc en dehors du domaine WD. Après migration

et électrotransfert sur membrane, Ahi-1 et Ahi-lAWD sont détectées en

effectuant un immunobuvardage de type Western avec un anticorps anti-Ahi-

l (1824-1 B14).

La figure 9 met en évidence que la protéine mutante Ahi-1 a un

poids moléculaire apparent d'environ 98 KDa (piste 3). Ceci est cohérent

avec la taille attendue, le domaine WD étant de 200 aa soit environ 20 KDa.

La protéine Ahi-1 migre à hauteur de 120 KDa environ (piste 2)

comparativement au contrôle représenté par des cellules 293T transfectées

avec le vecteur pcDNAS sans insert. La protéine AHi-1 endogène n'est pas

détectée en accord avec des analyses northern réalisées antérieurement qui

semblent montrer que le messager Ahi-1 n'est pas présent dans les cellules

293T (résultats non montrés).

Nous avons également infecté des cellules T murines issues de

thymomes avec des rétrovirus recombinants pBabe puro Ahi-1 . Des

résultats préliminaires indiquent que l'expression d'Ahi-1 modifie à la

baisse le profile de phosphorylation. Des études similaires sont en cours dans

différentes lignées de cellules T en particulier les cellules humaines matures

Jurkat qui demeurent le modèle le plus largement utilisé dans la

compréhension de la voie de signalisation du TCR.

6 LOCALISATION SUBCELLULAIRE DE LA PROTÉINE AHI.1

J

La fonction d'une protéine nouvelle est analysée classiquement en

identifiant les protéines interagissant avec elle ainsi que ses modifications

postraductionnelles. Une autre approche est de localiser subcellulairement la

protéine d'intérêt. De plus Ahi-1 comporte trois domaines de localisation

nucléaire NLS laissant présager une fonction hypothétique nucléaire. Dans le

but de localiser Ahi-1, une protéine fusion GFP-Ahi-1 a été générée. La

fusion ainsi générée dispose Ahi-1 proximalement et GFP en position C-
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terminale d'Ahi-1. Le plasmide pEGFP-Ahi-1 a ensuite été transfecté dans les

cellules 293T par précipitation au phosphate de calcium. Il en a été de même

pour le vecteur nu pEGFP-Nl, servant de contrôle. Quarante-huit heures

après transfection, les cellules sont observées sous lumière UV .

Les cellules non transfectées ne sont pas visibles sous la lumière UV,

elles ne contiennent pas de protéine fluorescente (Fig. 10B). Les cellules

293T transfectées avec pEGFP-Nl, montrées à la figure 10D connaissent

apparemment une coloration cytoplasmique (les noyaux sont visibles) due à

la présence attendue de GFP dans le cytoplasme. Les cellules 293T

transfectées avec pEGFP-Ahi ont une fluorescence hétérogène, semble t-il

dans le cytoplasme (Fig. 10F, H). Aussi, il apparaît que la répartition d'Ahi-1

dans la cellule se fait en amas et ce de façon reproductible. Cependant une

coloration du noyau serait nécessaire ainsi que l'utilisation des cellules à plus

faible confluence permettant de mieux visualiser les contours et les

modifications hypothétique de la répartition d'Ahi-1 lors de contacts

cellulaires. Des transfections de pEGFP-Ahi-1 dans des cellules T (Jurkat)

sont actuellement en cours afin de localiser Ahi-1 dans un environnement

plus physiologique. De plus, nous inclueront dorénavant une coloration des

noyaux au DAPI, permettant une superposition des ïïuorescences.

J
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Figure 10 : Localisation d'Ahi-1 dans les cellules 293T par protéine de

fusion GFP-Ahi-1. Afin de localiser Ahi-1 subcellulaircment, 10 [ig du

plasmide pEGFP-Ahi-1 ont été transfectés après précipitation au

calcium/phosphate dans les cellules 293T. Quarante-huit heures après la

transfection, les cellules sont observées au microscope à inversion (Axiophot,

Zeiss) à la lumière visible (partie de gauche) et UV (partie de droite) et les

photos numérisées sont analysées à l'aide du logiciel NorthernEclipse. La

figure 10 met en évidence la localisation de GFP seule (Fig. 10D) et d'Ahi-1

aux grossissement 20X (Fig. 10F) et 40X (Fig. l OH). Le contrôle

représentant les cellules 293T non transfectées, est montré à la figure 10B.

3
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7 LES SOURIS TRANSGÉNIQUES CD4C/AHI-1

Les cellules T issues de thymomes induits par M-MuLV chez les

souris transgéniques MMTVD/Myc présentent un phénotype immature

(Girard et al., 1995). En effet, celles-ci sont DP CD4+CD8+, c'est à dire

qu'elles expriment les protéines de surface CD4 et CD8. Ce stade précède le

stade de maturation terminale dans le thymus où les cellules deviennent SP

CD4 ou CD8 . Le locus Ahi-1 est occupé par un rétrovims dans 14% des

tumeurs. Aussi avons-nous suspecté qu'Ahi-1 pouvait être un facteur

progresseur de tumeur. Dans le but d'étudier une telle hypothèse in vivo, nous

avons envisagé de surexprimer Ahi-1 dans les cellules CD4 , par le biais du

promoteur CD4C, mis au point et utilisé avec succès dans le laboratoire

(Hanna et al., 1994). Les souris CD4C/Ahi-l ont été générées dans le

laboratoire. Brièvement, l'ADNc Ahi-1 de 3,55 Kb a été introduit en aval du

promoteur CD4C. lequel est une fusion entre le promoteur du gène CD4

humain, et des séquences régulatrices d'amont issues du promoteur du gène

CD4 murin. La séquence de polyadénylation d'Ahi-1 a été remplacée par

celle du vims simien SV40. L'expression des transgènes par ce promoteur est

spécifique aux cellules CD4 : les cellules T immatures double-positives, les

cellules T matures simple-positives CD4 et les cellules de la lignée

monocyte/macrophage qui expriment faiblement le marqueur de surface

CD4.

J

7.1 Criblage des souris transgéniques CD4C/Ahi-l

Vingt et un jour post-partum, un centimètre de queue de chaque souris

des trois différentes lignées obtenues (41865,41899,42717)est coupé. Après

extraction de l'ADN génomique, le génotype des souris est effectuée par

buvardage de type Southern. La figure 11 met en évidence que le gène Ahi-1

endogène apparaît à une hauteur de 4,3 Kb alors que le transgène migre à

hauteur de 3 Kb. Pour des raisons de simplicité, nous montrons ici un
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-) buvardage de type southern pour la seule lignée 41899, les autres présentant

un profile similaire.

J
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Figure 11 : Criblage des souris transgéniques CD4C/Ahi-l. Les

souriceaux issues du croisement des souris C3H et des souris transgéniques

sont criblées vingt et un jours après leur naissance. Une portion de queue est

coupée servant à obtenir facilement de l'ADN génomique. Vingt

microgrammes de celui-ci sont ensuite digérés par l'enzyme de restriction

Barn HI. Après migration dans un gel d'agarose 1%, 1'ADN est transféré sur

membrane de Nylon puis hybride avec la sonde Eco RI de 2 Kb issue de

pGEM3 Ahi-1 4,6Kb marquée à l'ATP [a-32P]. Le transgène Ahi-1 est

visualise à une hauteur de 3 Kb, tandis que le gène Ahi-1 endogène apparaît à

4,3 Kb. Ici est seulement représentée la lignée 41899.

J
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Les souris transgéniques CD4C/Ahi-l sont donc détectables par apparition

des deux bandes tandis que seule la forme endogène d'Ahi-1 apparaît chez

les souris non transgéniques.

7.2 Expression d'Ahi-1 des différentes lignées de souris CD4C/Ahi-l

7.2.1 Expression de l'ARNm

L'expression d'un transgène est modulée par son intégration. En effet,

l'état de condensation de la chromatine régit la transcription des gènes. Aussi

un transgène intégré dans la chromatine active ou euchromatine aura

tendance à être beaucoup plus exprimé qu'un transgène intégré dans

l'hétérochromatine. L'intégration se faisant a priori de manière aléatoire,

nous avons entrepris de déterminer l'expression en ARNm de nos différentes

lignées, préalablement à l'analyse phénotypique. Dans ce but, les souris sont

sacrifiées entre 21 jours postnataux (date à laquelle elles sont criblées) et

deux mois (début de la régression thymique).

Le thymus, le rein et dans certains cas la rate, sont prélevés, découpés

et congelés à -80°C jusqu'à utilisation. L'extraction de l'ARN est effectuée

dans du Trizol (GffiCO) en accord avec les recommandations du

manufacturier (Cf.section 12.1, ïl-Matériel et Méthodes). Vingt

microgrammes sont chargés et soumis à électrophorèse dans un gel d'agarose

l % dénaturant. Les ARNs sont ensuite transférés sur membrane de nylon et

hybrides avec la sonde d'ADNc d'Ahi-1 Eco RI 2Kb marquée au 32P.

La figure 12A représente l'expression du transgène Ahi-1 dans les

organes où les cellules T exprimant la protéine de surface CD4, sont logées à

savoir le thymus (T) et la rate (R). Le rein (Re) sert de contrôle interne

négatif car celui-ci n'est pas un organe lymphoïde. L'expression a été réalisée

dans les trois lignées de souris transgéniques : 41865, 41899, 42717. Nous

avons inclus un contrôle positif, de l'ARN de cerveau de souris où le gène

Ahi-1 est exprimé naturellement sous forme de deux messagers.

J
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Figure 12 : Expression de I'ARN dans différentes lignées de souris

transgéniques CD4C/Ahi-l. Vingt et un jours après la naissance, le thymus,

le rein et dans certains cas la rate sont prélevés et soumis à l'extraction d'ARN

total dans du Trizol. Vingt micro grammes d'ARN par organe sont chargés sur

un gel d'agarose 1% et transférés sur membrane de Nylon, précédant une

hybridation avec la sonde Eco RI de 2 Kb issue de pGEM3 Ahi-1 4,6 Kb

marquée à l'ATP [a- P]. La figure 12A représente l'expression du transgène

Ahi-1 dans les organes dans lesquels le promoteur CD4C est actif à savoir le

thymus (T) et la rate (R). L'ARN du rein (Re) sert de contrôle interne négatif.

L'expression du transgène Ahi-1 est retrouvée à différents niveaux dans les

souris transgéniques (Tg +) dans les différentes lignées (41865, 41899,

42717). En guise de contrôle positif, 20 |ig d'ARNm de cerveau (C) sont

déposés sur gel et montrent les deux transcrits d'Ahi-1 dans ce tissu.

La figure 12B est un contrôle qualitatif et quantitatif de l'ARN total extrait.

En effet, avant le transfert sur membrane, les ARNs ribosomaux colorés au

bromure d'éthidium sont visualisés sous lumière UV. Les ARNs

ribosomiques 28S et 18S servent de plus de standards de migration.

J
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L'expression d'Ahi-1 est contrôlée dans les souris transgénique (Tg +) et non

transgéniques (Tg -) issues de la même fratrie et ayant vécu dans la même

cage. Enfin, les ARN ribosomaux 28S et 18S sont présentés figure 12B et

sont des contrôles internes. Ils permettent d'apprécier la qualité de

1'extraction en particulier la dégradation et/ou la présence de contamination

par l'ADN génomique. Ils favorisent la comparaison des expressions entre

elles en la normalisant. Comparativement aux ARNs ribosomaux, les deux

lignées 41865 et 42717 expriment fortement le transgène dans le thymus. La

lignée 41899 l'exprime très peu probablement due à une intégration dans une

région de la chromatine moins active transcriptionnellement. D est aussi

observable comme attendu que le rein et les souris non transgéniques

n'expriment pas le transgène. De plus, le transcrit endogène d'ahi-1 de 5 Kb

est parfois visible dans ces trois organes. D est possible que compte tenu de

son faible niveau d'expression dans certains organes, une certaine variabilité

dans l'efficacité de transfert explique la difficulté de le détecter sur certaines

membranes.

7.2.2 Expression protéique

L'expression du transgène au niveau transriptionnel est un bon indice

permettant de différencier les lignées de souris transgéniques de façon

sommaire. Cela offre la possibilité de suivre facilement l'expression du

transgène dans les différents organes suspectés. Cependant, il est un niveau

de contrôle qui n'est pas pris en compte dans ce type d'expérience : la

regulation de l'expression génique post-transcriptionnelle. Dans notre cas, il

est improbable que l'expression du messager soit modulée au niveau

traductionnel puisque les séquences non traduites de l'ADNc ont été excisées.

Néanmoins, la demi-vie des protéines est contrôlée dans la cellule. En outre

Ahi-1 comprend des séquences PEST impliquées dans la dégradation des

protéines. Aussi avons-nous déterminé l'expression en protéine des

différentes lignées de souris CD4C/Ahi-l.

J
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^ Dans ce but, des thymus de souris transgéniques (Tg +) et de souris

non transgéniques (Tg -) en contrôle ont été prélevés.

/

J



80

Figure 13 : Expression de la protéine Ahi-1 dans les différentes lignées

de souris transgéniques CD4C/Ahi-l. Vingt et un jours après la naissance,

les thymus de souris transgéniques (Tg +) et non transgéniques (en contrôle

négatif) des différentes lignées (41865, 41899, 42717) sont prélevés.

L'extraction est réalisée dans du tampon de lyse Brij 96 et 150 pg de

protéines totales sont soumis à électrophorèse dans un gel de polyacrylamide

(7,5%) dénaturant. Après migration les protéines sont transférées sur

membrane PVDF et la protéine Ahi-1 visualisée par immunobuvardage de

type Western en utilisant l'anticorps anti-Ahi-1 (1824-1 B14, dilution 5/10

000). En contrôles positif et négatif, ont été déposés sur gel 150 p g d'extrait

protéique de cellules 293T transfectées respectivement par pCDNAS Ahi-1

3.55 Kb (293T-A) et pCDNA3 (293T). La protéine Ahi-1 d'une masse

apparente de 120 Ka, est indiquée par une flèche.

J
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Une fois les thymocytes obtenus, les protéines sont extraites dans du tampon

de lyse Brij 96 et une quantité de 150 p,g soumise à électrophorèse. Les

protéines sont transférées sur membrane et Ahi-1 est détectée par

immunobuvardage de type Western en utilisant l'anticorps anti-Ahi-1 1824-1

B14. En contrôle positif a été inclus 150 pg issus de protéines de 293T

transfectées avec pcDNA3-Ahi-l 3.55 Kb ou pcDNAS sans insert en

contrôle.

La figure 13 montre que le transgène est exprimé fortement dans le

thymus des souris transgéniques de la lignée 42717. Étonnement, il est

exprimé plus faiblement dans la lignée 41865 qui présentait une expression

en ARNm comparable à la lignée 42717. B est sans doute envisageable que la

comparaison de l'expression en ARNm de ces deux lignées a été faussée par

une saturation du signal émis après coloration au bromure d'éthidium. De

plus, dans la lignée 42717, la protéine Ahi-1 semble être sous différentes

formes ou a été l'objet d'une distorsion de migration. Enfin, la lignée 41899

présente des niveaux d'expression détectable seulement après une longue

exposition. Les thymus obtenus de souris non transgéniques ne présentent pas

la bande du transgène ; l'expression endogène est difficilement détectable

sans immunoprécipitation.

J

7.2.3 Analyse phénotypique des souris CD4C/Ahi-l

Les souris CD4C/Ahi-l issues des trois lignées ont été observées

jusqu'à l'âge approximatif de seize mois. A cette date, aucune tumeur du

système immunitaire, à savoir un thymome ou un lymphome, n'a été

constatée. De plus, aucune hyperplasie des organes lymphoïdes n'a été

détectée et les souris n'ont montre aucune altération évidente du

comportement dans le contexte d'une vie en cage et d'une exposition limitée

aux pathogènes.

En outre, des analyses par cytométrie en flux (résultats non montrés)

n'ont révélés aucune anomalie dans la composition cellulaire des organes

lymphoïdes comme le thymus, la rate et les ganglions périphériques.
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Signalons que l'étude a porté sur le marquage des cellules T, CD4+, CDS'

(simples et doubles-positives), B, des cellules présentatrices d'antigènes.

Nous ne pouvons donc exclure un phénotype plus subtil au niveau de sous-

populations exprimant d'autres marqueurs de surface.

Cependant, des études en cours laissent à penser que les souris

transgéniques présentent un niveau basai de phosphorylation sur tyrosine plus

élevé et ce de manière constitutive dans les thymocytes. L'effet d'une telle

élévation au niveau de la physiologie des cellules T est en cours d'étude.

J
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") Le locus Ahi-1 a été identifié grâce à un "criblage génétique" par

mutations aléatoires en utilisant un rétrovirus à transformation lente, M-MuLV.

Celui-ci, par sa propriété d'insertion dans le génome de la cellule hôte, est

leukémogène. Ahi-1 est occupé dans 16% et 14% des lymphomes d'Abelson

des cellules B (induits par A-MuLV) et des tumeurs des cellules T

(développées par les souris MMTV /myc), respectivement (Poirier et al.,

1988; Girard et al., 1995). Tous les rétrovims au niveau d'Ahi-1 connaissent

une intégration conservée, dans le sens anti-transcriptionnel du gène. Ceci

présuppose un mécanisme efficace conférant à la tumeur un avantage sélectif.

L'ARNm d'Ahi-1, dans les tumeurs arborant une intégration rétrovirale semble

surexprimé de manière modérée. Même si le mécanisme moléculaire mettant

en jeu Ahi-1 n'est à ce jour pas élucidé, il n'est pas exclu qu'une augmentation

minimale et difficilement appréciable par northern-blot, soit une étape décisive

dans la progression tumorale. En revanche, il est connu que le gène Ahi-1 est

exprimé dans le thymus notamment dans le cortex de cet organe lymphoïde où

siègent les thymocytes immatures. La protéine Ahi-1 comporte deux domaines

d'interaction protéine-protéine : WD et SH3 qui sont des signatures

d'appartenance aux molécules de signalisation. Ahi-1 présente aussi des motifs

de localisation nucléaires (NLS) en plus des motifs impliqués dans l'aiguillage

des protéines vers le catabolisme. Enfin Ahi-1 comprend deux sites consensus

de phosphorylation sur tyrosine (Jiang et al., en préparation). Ahi-1 affiche

donc toutes les caractéristiques structurales d'une protéine impliquée dans la

signalisation cellulaire.

En intégrant l'historique de la découverte du gène Ahi-1, son

expression thymique et la structure de la protéine, nous avons émis l'hypothèse

qu'Ahi-1 soit une nouvelle molécule de signalisation de la cellule T.
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l AHI-1, UNE NOUVELLE MOLÉCULE DE SIGNALISATION

1.1 Les phosphorylations sur tyrosine

Les modifications des protéines rentrant en jeu après la stimulation des

cellules T via le TCR sont les phosphorylations des protéines de signalisation

au niveau de résidus tyrosine (Kane et al., 2000). Afin de vérifier si Ahi-1

participe à la signalisation, nous avons naturellement cherché d'une part, si

celle-ci interagit avec des protéines phosphorylées sur tyrosine et d'autre part si

celle-ci est elle-même phosphorylée sur tyrosine dans des thymocytes murins,

dans des conditions de stimulation du TCR.

Nous avons démontré qu'Ahi-1 coimmunoprécipite avec des protéines

phosphorylées sur tyrosine de manière constitutive (visible seulement après

une longue exposition) c'est dire que la cellule soit stimulée ou pas. Cependant,

une protéine de 40 KDa interagit avec Ahi-1 après stimulation du TCR. Or,

nous avons mis en évidence qu'Ahi-1 est phosphorylée sur tyrosine et migre

dans un gel de polyacrylamide sous forme d'un doublet à hauteur de 120 KDa.

Ahi-1 arbore deux sites de phosphorylation sur tyrosine (Jiang et al., en

preparation). La bande supérieure du doublet, par conséquent, représenterait la

forme bisphosphorylée. En effet, celle-ci contenant une charge négative de

plus que la forme monophosphorylée (bande supérieure), apportée par le

groupement phosphate, est retardée dans sa migration dans un gel de

polyacrylamide. Par conséquent, il serait donc envisageable que l'activation de

la voie du TCR permette le passage d'Ahi-1 d'une forme monophosphorylée

sur la tyrosine N-terminale à une forme monophosphorylée sur la tyrosine C-

terminale (ou inversement) sans que ceci ne soit visible après migration dans

un gel de polyacrylamide ; ce dernier ne pemiettant pas une discrimination

entre une fonne monophosphorylée plutôt qu'une autre.

Un tel changement d'état d'Ahi-1 sous stimulation du TCR serait en

coherence avec l'interaction retrouvée avec une protéine p40 phosphorylée

elle-aussi sur tyrosine (Cf. Fig 3, ligne 6). En effet, les tyrosines phosphorylées

sont des motifs reconnus par les domaines SH2 des protéines et permettent une
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interaction contrôlée entre deux protéines et la transduction du signal en

activant une fonction enzymatique et ou une localisation .

Ainsi LAT (Linker for Activation of T-cells), protéine transmembranaire, est

phosphorylée sur tyrosine après stimulation par la voie du TCR (Zhang et al.,

1998). La forme phosphorylée attire la phospholipase-C-yl (PLC-yl) à la

membrane. Celle-ci peut y exercer sa fonction première à savoir l'hydrolyse de

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et

inositol-l,4,5-triphosphate ( 3) (Finco et al., 1998). Ces deux dernières

molécules sont des messagers cellulaires qui médient la transduction du signal

vers l'activation entre autres de la protéine kinase C (PKC).

En outre, il est envisageable qu'Ahi-1 soit constitutivement sous une forme

monophosphorylée et qu'une protéine non phosphorylée sur tyrosine (donc non

visible après immunobuvardage anti-phosphotyrosine) interagisse avec Ahi-1

seulement après stimulation du TCR et joue le rôle d'adaptateur entre celle ci et

la p40, par exemple. Rappelons aussi que le site de phosphorylation sur

tyrosine C-terminale se situe dans le domaine SH3. Il est donc possible qu'une

phosphorylation C-terminale module les interactions protéine-protéine

réalisées par un tel domaine.

Enfin, nous n'excluons pas que la p40 puisse être un produit de clivage d'Ahi-1

(pl 20) avec une fonction qui resterait à déterminer. Dans ce sens, un marquage

métabolique de la protéine à la méthionine 35S et une immunoprécipitation

d'Ahi-1 avec différents anticorps (anti-région N-terminale, centrale et C-

terminale) seraient appropriés pour le vérifier.

J

1.2 La kinase spécifique des résidus tyrosine

Des résultats préliminaires de surexprcssion d'Ahi-1 dans des cellules

de thymome murin, révèlent une élévation du niveau global de phosphorylation

sur tyrosine avant et après stimulation du TCR avec un anticorps monoclonal

anti-CDSe (résultats non montrés). Après stimulation du TCR, des molécules

adaptatrices interagissent avec des kinases impliquées dans la transduction du

signal intracellulaire afin de les activer et de les colocaliser avec leur substrat.
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Ainsi la stimulation du TCR, induit la phosphorylation de ZAP70, une kinase

spécifique des résidus tyrosine, qui phosphoryle à son tour SLP76

(Wardenburg et al., 1996). Une fois phosphorylée sur tyrosine, SLP76 peut être

reconnue par une autre kinase spécifique des tyrosines, Itk (Su et al., 1999).

Cette dernière joue un rôle dans la régulation de, la mobilisation du calcium

intracellulaire.

Aussi avons-nous légitimement émis l'hypothèse selon laquelle Ahi-1

interagit avec une kinase. Dans ce sens, nous avons réalisé des essais kinases

après immunoprécipitation d'Ahi-1. Effectivement, Ahi-1 participe à un

complexe arborrant une activité kinase qui ne semble pas varier après

stimulation du TCR eu égard les espèces et l'intensité des bandes

phosphorylées de novo. Enfin, nous avons determine que l'activité kinase était

spécifique des résidus tyrosine. En outre, les kinases spécifiques des résidus

tyrosine sont des enzymes proximales dans la voie de signalisation de la cellule

T après stimulation du TCR et suggère un rôle prometteur d'Ahi-1 dans le

fonctionnement de celle-ci.

J

L'étape suivante est l'identification de cette kinase. Dans ce but, nous

avons mis en évidence que celle-ci demeure active après dénaturation de

l'immunoprécipitat dans l'urée 5M et dialyse du complexe (résultats non

montrés). Cette caractéristique pourra être mise à profit dans la purification de

la kinase par chromatographie sur gel en conditions dénaturantes, par exemple.

Cependant, afin d'identifier la fraction contenant la kinase purifiée, l'utilisation

d'un peptide Ahi-1 synthétique ou d'une partie de la protéine Ahi-1 fusionnée

avec GST contenant le site consensus de phosphorylation sur tyrosine sera

nécessaire.

Nous avons en revanche réalisé différents essais afin de déterminer le

poids moléculaire de la kinase qui est un bon indice pouvant conduire à son

identification. Premièrement, nous avons mis en place des essais kinase à

même le gel en suivant le protocole mis au point par Wang (1999). De plus,

nous avons développé un essai kinase à même la membrane après transfert des
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protéines de l'immunoprécipitat en suivant le protocole décrit par Ferrell et

Martin (1989; 1990). Dans ces deux types d'expérience, nous avons été

incapables de mettre en évidence une activité kinase forte et distincte, même si

quelques protéines phosphorylées de novo semblent être présentes. Cependant,

ces deux types de méthode reposent sur l'hypothèse que la kinase

s'autophosphoryle sur tyrosine puisqu'aucun substrat exogène n'est ajouté.

Aussi, l'identification et la mise au point d'un substrat demeurent une étape

cruciale. Deuxièmement, nous avons réalisé des essais kinase dans les cellules

Jurkat, qui sont les cellules les plus utilisées dans la compréhension des

mécanismes moléculaires de la signalisation du TCR. Le gène ahi-1 murin est

conserve chez l'humain (Jiang et al., en préparation). Nous avons donc testé

l'activité kinase après immunoprécipitation d'Ahi-1 dans les cellules Jurkat.

L'activité kinase est retrouvée dans ces cellules suggérant que cette interaction

a lieu dans les cellules T humaines. Ceci présente les avantages suivants : i) la

purification de la kinase sera facilitée par une quantité illimitée de matériel

biologique, ii) la signalisation des cellules Jurkat est très détaillée dans la

littérature et permet rétablissement de modèles d'étude. iii) De nombreux

clones de cellules Jurkat, mutés au niveau de différentes protéines de la

signalisation ont été générées par l'équipe de Weiss et seront utiles à

l'identification des partenaires potentiels d'Ahi-1 (Goldsmith and Weiss, 1988).

Dans ce sens, nous avons réalisé un essai kinase à partir des cellules mutantes

Jurkat, JCaM-1 dépourvues de Lck (Straus and Weiss, 1992).

Malheureusement, l'activité kinase demeure intacte et indique qu'Lck n'est pas

la kinase présente dans le complexe protéique contenant Ahi-1 (résultats non

montrés).

Une fois la kinase identifiée, les études ultérieures permettront de

localiser les sites de liaison réciproques entre la kinase et Ahi-1. Si la kinase

est déjà connue, l'identification des substrats sera facilitée. Si elle est inconnue,

l'identification des substrats est envisagée dans un projet à plus long terme.

Egalement à plus long terme, la compréhension de la fonction du complexe

J
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Ahi-1/kinase dans la signalisation de la cellules T facilitera la caractérisation

du rôle physiologique et pathologique d'Ahi-1.

2AHI-1INVIVO

Afin de connaître la fonction d'Ahi-1 in vivo, nous avons généré un

modèle de souris transgéniques surexprimant Ahi-1 dans les cellules CD4+.

Rappelons que le transgène CD4C/Ahi-l est constitué de l'ADNc d'ahi-1

placé sous contrôle transcriptionnel du promoteur chimérique CD4C mis au

point dans le laboratoire (Hanna et al., 1994). Le promoteur CD4C constitué du

promoteur du gène CD4 humain et d'une séquence régulatrice du gène CD4

murin dirige l'expression dans les cellules T DP immatures CD4+CD8+ et

matures CD4+.

2.1 Ahi-1, un nouvel oncogène ?

Nous avons obtenu différentes lignées exprimant ahi-1 dans les

organes lymphoïdes tels le thymus et la rate. Les lignées 42717 et 41865

expriment fortement le transgène, tandis que la lignée 41899 l'exprime

faiblement et ce en raison des variations d'intégration du transgène. Après une

durée moyenne de seize mois, aucune tumeur n'est constatée et les souris

semblent évoluer normalement. L'absence de tumeur ne remet pas en cause un

quelconque rôle d'ahi-1 dans la transformation cellulaire car l'oncogénicité

d'un gène in vivo dépend de la souche de souris utilisée, de la spécificité du

promoteur et évidemment du gène étudié. En outre, la transformation cellulaire

est souvent associée à de nombreuses altérations génétiques plutôt qu'à une

seule comme la surexpression d'un oncogène.

J

2.1.1 Influence de la souche de souris

Il est envisageable que la souche de souris utilisée à savoir la souche

C3H ne convienne pas au développement de tumeurs induites par une

surexpression d'Ahi-1. En effet, les souris transgéniques MMTV /myc de
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souche CD l développent, dans près de 100% des cas un thymome à cellules T

CD4+CD8+ après une latence de 90 à 120 jours (Paquette et al. 1992). Ceci

suggère que la souche CD1 est permissive. En outre, le gène ahi-1 a été

découvert par infection de souris MMTVD/myc de souche CD l par M-MuLV.

La souche CD l présenterait une base génétique favorisant l'apparition des

tumeurs induites par Ahi-1. Afin de vérifier une telle hypothèse, des

croisements entre des souris CD4C/Ahi-l (C3H) et des souris CD l sont en

cours.

J

2.1.2 Influence du promoteur

Le promoteur utilisé dans les souris CD4C dirige l'expression d'ahi-1

dans les cellules T DP CD4+CD8+ et SP CD4+. Il n'est pas exclu que

l'expression du gène ahi-1 ne permette pas la formation de tumeur, car à ces

deux stades les cellules ne connaissent plus de division. D est possible que

l'absence de division cellulaire ne permette pas l'acquisition de nouvelles

mutations somatiques et de fait l'émergence de tumeurs.

Les cellules CD4 matures ou cellules T auxiliaires de la périphérie,

prolifèrent clonalement quand elles sont confrontées avec l'anti gène qui leur

est spécifique. Aussi la génération de souris double-transgéniques obtenues par

le croisement des souris CD4C/Ahi-l avec les souris exprimant un TCR

spécifique seraient une voie alternative. Ces souris possèdent la chaîne alpha

du TCR spécifique du cytochrome e de pigeon (Berg et al., 1989). L'injection

de l'antigène à savoir le cytochrome de pigeon à ces souris double-

transgéniques, entraînera une prolifération de toutes les cellules T, favorisant

ainsi l'apparition de mutations génétiques, propices au développement d'une

tumeur.

En outre, il est probable qu'une expression plus précoce d'ahi-1 puisse

mener à l'apparition de tumeurs. Dans ce sens, le choix du promoteur MMTV ,

utilisé antérieurement dans les souris transgéniques MMTV /myc serait peut

être plus favorable. Le promoteur MMTVD permet l'expression des transgènes

dès le quatorzième jour de l'ontogénie des cellules T, précédant ainsi
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l'expression du TCR, de CD4 et CD8 (Doyon et al., 1994). Pour les mêmes

raisons, le promoteur Lck proximal pourrait aussi être un promoteur candidat

dans la génération de souris transgéniques Lck/Ahi-1. En effet, le promoteur

Lck proximal permet une expression dans les cellules T double-négatives CD4'

CD8~ (Calnan et al., 1995; Miyazaki and Lemonnier, 1998), c'est-à-dire à un

stade plus immature que ne le peut le promoteur CD4C.

2.1.3 Ahi-1 est-il suffisant pour induire un thymome?

La formation d'une tumeur nécessite plusieurs étapes de modifications

génétiques, chacune d'entre-elles conférant un avantage sélectif à la cellule,

laquelle échappe peu à peu aux contrôles de croissance, d'inhibition de contact

et d'apoptose. Dans le cadre des souris transgéniques CD4C/Ahi-l, il est

concevable qu'ahi-1 ne soit pas suffisant et ne soit pas équivalent, par exemple

à un oncogène comme c-myc. Il se peut qu'ahi-1 soit un oncogène modéré

nécessitant au préalable l'acquisition par la cellule de mutations et serait de fait

plus un "facteur progresseur" qu'un "facteur générateur" de tumeur.

Aussi, il serait utile après transfert du transgène CD4C/Ahi-l dans une

souche CD l, de croiser ces mêmes souris avec les souris MMTV /myc afin de

constater si les progénitures double-transgéniques développent des thymomes

avec une latence inférieure à 90 jours. Ceci démontrerait une coopération entre

my e et ahi-1 dans la tumorogénèse et de fait la potentialité oncogénique d'a/ît-

l. Une autre approche est de mettre en évidence que les souris CD4C/Ahi-l

sont prédisposées aux thymomes.

Premièrement, l'injection du carcinogène chimique N-éthyl-N-

nitrosourée (ENU) qui a une action mutagène plus spécifique au niveau des

cellules T, a déjà fait ses preuves. En effet, 10% seulement des souris

transgéniques pirn-1 développent des lymphomes T sur une période de 240

jours. Le traitement de ces souris avec une dose faible dose unique d'ENU

provoque l'apparition de lymphomes T dans près de 100% des cas,

comparativement à 15% pour souris sauvages (Breuer et al., 1989).

J
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Dans un autre système, cette approche a connu aussi un franc succès.

Les souris MMTV/Cdc25B surexprimant le gène Cdc25, fortement exprimé

dans les tumeurs mammaires humaines, ne développent aucune tumeur jusqu'à

l'age de dix-huit mois. En revanche, ces souris sont plus susceptibles que les

souris contrôle à l'effet du carcinogène 9,10-diméthyl-l,2-benzanthracène

(DMBA) connu pour action tumorigène dans les glandes mammaires (Yao et

al., 1999).

Deuxièmement, il est possible d'utiliser le rétrovims M-MuLV afin de

mettre en évidence une susceptibilité accme des souris CD4C/Ahi-l aux

lymphomes. M-MuLV est un rétro virus à transformation lente qui est

leukémogène chez la souris et est très utilisé dans la découverte des oncogènes

impliqués dans les tumeurs lymphoïdes (Cf, section dans I-Introduction).

Récemment, Jonkers et al. (1999) ont mis en évidence que les souris

surexprimant Frat-1, un gène ciblé par M-MuLV, dans les tumeurs des cellules

T des souris transgéniques E^l/pim-1, ne développent pas spontanément des

lymphomes. En revanche, si les souris sont infectées par M-MuLV, elles

développent des lymphomes avec une incidence plus élevée que les souris

sauvages.

En conclusion, ces deux approches par carcinogènes chimique et

biologique constituent un système pertinant pour tester l'oncogénicité

potentielle, même faible d'Ahi-1.

3 CONCLUSION

J

Ahi-1 a été découvert par insertions rétrovirales tant dans les lymphomes

des cellules B que les leucémies de type T. Nous avons choisi de mettre en

evidence la fonction d'Ahi-1, qui a une structure unique (colinéarité des

domaines WD et SH3), dans la signalisation de la cellule T, dans un contexte

in vitro et in vivo. Les résultats que nous avons obtenus semblent dans ce sens

prometteur. En effet, nous avons démontré qu'Ahi-1 intéragit avec des
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protéines phosphorylées sur tyrosine. De plus, Ahi-1 interagit avec une kinase

spécifique des résidus tyrosine laquelle la phosphoryle sur ces même résidus.

La mise en place d'expériences complémentaires décrites dans la partie IV-

Discussion devraient nous informer d'avantage sur la fonction de cette protéine

et son implication dans l'émergence des tumeurs lymphocytaires. Malgré

l'absence de tumeur dans les souris transgéniques CD4C/Ahi-l, celles-ci

pourraient bien confirmer l'oncogénicité d'Ahi-1 ou la nécessité de coopération

avec d'autres oncogènes. En outre, Elles demeurent utiles à la compréhension

de la fonction d'Ahi-1 in vivo, dans la cinétique de la signalisation du TCR,

notamment par l'interaction d'Ahi-1 avec une kinase.

J
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