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Résumé

SH3AP1 un nouvel adaptateur moléculaire est exprimé de façon ubiquitaire dans des

cellules de mammifères. Il est constitué à son extrémité N-terminale d’un domaine FCH

(Fes/fer, Cip-4 hornologous), d’tm domaine central et à son extrémité C-terminale de

deux domaines SH3. SH3AP1 est codée par un gène de 305 kb situé sur le chromosome

11 au locus 11q13.4. La protéine devient phosphorylée sur un (ou des) résidu(s) tyrosine

lorsque la croissance des cellules est stimulée par l’addition de sérum au milieu de

culture.

Afin de caractériser cet adaptateur nous avons cloné la partie C-terminale (aa 627-73 7)

dans un vecteur pBTM-1 16 + Src fusionné au domaine de liaison à l’ADN de GAL4.

Cette construction nous a servi d’appât dans le système du double hybride de la levure.

Le criblage des librairies de tissus de poumons et de glandes mammaires a permis

l’identification de plusieurs clones dont Vax’-l. Les ADNc des deux librairies ont été

clonés dans le vecteur pACT2 fusiomé au domaine d’activation de GAL4.

La protéine Vav-l (Rho/Rac—specific guanine nucléotide exchange factor) a été isolée

lors du criblage de la librairie d’ADNc de tissus de poumon en utilisant la partie C-

terminale de SH3AP 1 comme appât dans le système du double hybride de la levure. Le

fragment d’ADNc retrouvé dans la librairie de tissus de poumons contenait la partie C-

terminale de Vav-l, elle est composée de deux domaines SH3 séparés par un domaine

SH2. Vav-1 a été identifié par Katzav et al en 1989. La protéine Vav-1 est codée par un

proto-oncogène VA V-1, un membre de la famille des GEFs, cette protéine est surtout

présente dans les tissus hématopoïétiques où elle joue un rôle important dans le

développement et l’activation des cellules B et T. Vav-1 est aussi associé à des

pathologies humaines héréditaires comme le syndrome de Wiskott-Aldrich.

L’interaction entre SH3AP1 et Vav-1 a été confirmée une seconde fois dans la levure

avec le test de 3-Galactosidase, par la suite nous avons confirmé l’interaction in vitro par

le test de GST pull-clown. Cette interaction est médiée par la partie C-terminale riche en

proline de SH3APÏ et le deuxième domaine SH3 en position C-terminale de Vav-l. Les

tyrosines phosphorylées ne jouent aucun rôle dans cette interaction.
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Abstract

SH3AP 1 is a new molecular adaptor, which is expressed ubiquitously in mammalian

celis. SH3AP 1 has one FCH dornain (fer/Fes Cip4 homology dornain) in N-Terminal,

two coiled-coil regions and two SH3 dornains at C-terminal position. SH3AP1 is encoded

by a gene of 305 kb on chromosome 11 locus 11q13.4. The protein SH3AP1 is

phosphorylated on tyrosine residue(s) by adding serum to the growth medium.

To characterize the C-terminal part of this adaptor, we cloned the C-terminal region of

SH3AP1 in pBTM1 16+Src vector (from aa 627-73 7) fttsed with the binding domain of

GAL4 and we used it as a hait to perfonn a yeast two- hybrid screening using two cDNA

libraries, one from lung tissues and the other from mamrnary glands tissues. The cDNAs

were cloned in pACT2 vector fused to GAL4 activating dornain.

We identified different clones; one of them is Vav-1 (Rho/Rac—specific guanine

nucleotide exchange factor) which contains two SH3 domains separated by one SH2

domain. Vav-1 protein was first identified by Katzav & al. Vav-1 is expressed

exclusively in hematopoeïtic tissues. It is a multi-domains protein involved in the

development and activation of T and B celis and it is also associated with the Wiskott

Aldrich syndrome, an X-linked pathology.

The interaction between SH3AP1 and Vav-1 was confinned in the yeast using a

Galactosidase assay. This interaction was also confirmed ut vitro using a GST pulÏ-down

assay. We identified that the second SH3 domain on C-terminal of Vav- 1 is involved in

the interaction with the C-terminal region of SH3AP 1, which is proline rich. The

phosphorylated tyrosines on SH3AP1 are not involved in this interaction.

Key words: Adaptor, interaction, domains, SH2, SH3, Vav-1, yeast two-hybrid system,

GST pull-down assay.
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Abreviations utilisées

2xYT 2x Yeast triptone
3-AT 3 amino-triazole
ADN Acide déoxyribonucléique
ADNc ADN complémentaire
ADP Adénosine diphosphate
ARN Acide Ribonucléique
ATP Adénosine triphosphate
B4.1 Band4.1 homologues
BLAST Basic local alignement search tool
CASK Calcium / calmodulin - dependent serine protein kinase
CII Calponin homology
Cip4 Cdc42 interacting protein-4
CRE cAMP-regulated enhancer
DA Domaine d’activation
DII Dbl homologous domain
DHR Discs-large homology region
DL Domaine de liaison
DMSO Dimethyl sulfoxyde
DO Densité optique
DRP Domaine riche en prolines
DSS Disuccini-mydil suberate
DTT Dithioerythritol
EDTA Ethylenediaminetetra-acetic acide
EGF Epithelial growth factor
EGF-R Epithelial growth factor receptor
ELISA Enzyme immuno-sorbent assay
ERI’4T Ezrine radixine moesine
FCH Fer/Fes Cip4 homology
FHA Forkhead associated domain
FRET Fluorescence resonant energy transfer
GEF Guanine nucleotide exchange factor
GFP Green fluorescente protein
GMPc Cyclic guanosine monophosphate
GST Glutathione S transferase
GlPases Guanosine triphosphatases
IIRP Horseradish peroxydase
HUGE Human unidentified gene-encoded large proteins
IgM Immunoglobuline classe M
IP Inositol phosphate
IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
LiAc Lithium acetate
LIM Lin-il, Isl-1, Mec-3
Lsb7p Las seventeen binding protein-7
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LTR Long terminal repeat
MaGuk Membrane-associated guanylate kinase homologs
MAPkinase Mitogene activating protein kinase
NAK NF-kappaB-activating kinase
NGF Nerve growth factor
PBS Phosphate buffered saline
PCH Pombe Cdcl5 homology
PDGF-R Platelet-derived growth factor receptor
PDZ PSD-95, Dlg, ZO-l
PEG Polyethylène glycol
PH Pleckstrine homology
PI-3K Phosphatidylinositol 3-kinase
PICA p21-activated kinase
PPP Polyproline
PSD-95 Mammalian postsynaptic density protein 95 kDa
PTB Phosphotyrosine binding
PTPc Protein tyrosine phosphatase
RTK Récepteur tyrosine kinase
RT-PCR Reverse transcriptase-polyrnerase chain reaction
S112 Src homology domain
Spc Spectrine-like proteins
TCR T celi receptor
TE Tris EDTA
TM Trans membrane
TRP Tétratricopeptide
VHD Verpoline hornology domain
Vrplp Verpoline
WASp Wiskott-aldrich syndrome protein
WH-1/2 WASp homology domain 1/2
X-Gal 5 -bromo-4-chromo-3 -idolyl-b-G-galctoside
YPD Yeast peptone dextrose medium
ZF Zinc linger
ZRP-1 Zyxin-related protein
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CHAPITRE 1: Introduction

Le champ de la biologie cellulaire et moléculaire a connu des développements

considérables ces dernières années. Grâce au développement de nouvelles technologies,

d’une meilleure compréhension des mécanismes intracellulaires de signalisation, de

l’identification de nouveatix compartiments cellulaires, de nouvelles interactions entre les

différentes protéines ont été identifiées. Les cellules reçoivent l’information des

récepteurs aux facteurs de croissance, de la matrice cellulaire et des contacts cellule-

cellule, toutes ces informations doivent être intégrées afin de réguler différents processus

en aval comme la synthèse des protéines, la croissance cellulaire, la motilité,

l’architecture et la polarité cellulaire, la différenciation et la mort cellulaire. Les mêmes

molécules de signalisation sont utilisées pour tous ces processus et génèrent des réponses

dans différents types cellulaires. L’activation des molécules de la signalisation peut avoir

diverses conséquences dépendamment du contexte cellulaire. La compréhension du

fonctionnement de ce réseau complexe et extraordinaire in vivo et comment il est altéré

dans les cellules cancéreuses représente un défi intellectuel majeur.
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1.1 Du génome au protéome

Une cinquantaine d’années s’est écoulée depuis la découverte de la structure en double

hélice de l’ADN par Francis Crick, Jim Watson et Maurice Wilkins. Des noms que la

science ne pourra pas oublier. Cette reconnaissance s’est d’ailleurs traduite par

l’obtention du prix Nobel pour couronner cette découverte (1).

Au début de l’année 1990, deux équipes ont relevé le défi du projet du séquençage du

génome humain. Cet ambitieux projet les a mené une dizaine d’années plus tard, en

février 2001, à la publication de la première version de la séquence du génome humain.

La version définitive de la séquence des 3 milliards de bases qui composent le génome

humain devrait être connue vers 2005 et nous permettra de connaître le nombre et la

localisation exacte des gènes du génome humain. Ce projet a été rendu possible grâce au

génie de l’homme et au développement de nouvelles teclrnologies adaptées à ces besoins.

La génomique ‘classique”, en ne s’attachant qu’à l’analyse des séquences et des structures

du génome. rencontre des limites pour inférer la fonction des gènes, des ARN et des

protéines. La similarité de séquences ou de structures ne permet pas forcément de déduire

une similarité de fonction.

La génomique fonctionnelle vient donc compléter cette approche du génome. Elle

correspond à ce que l’on appelle la “post-génomique”.

L’expression ‘post-génomique” est également souvent utilisée pour marquer la fin d’une

période d’expérimentation et de séquençage.

La disponibilité des séquences, collectionnées sans connaissance sur le fonctionnement et

l’évolution des systèmes vivants, marque le début d’un travail laborieux d’analyse de ces

données.

Dans tous les cas, l’expression de chaque gène est conditionnée par le réseau des

interactions responsables de l’homéostasie cellulaire. Elle s’effectue en deux étapes la

synthèse des ARNrn (transcription) et la synthèse des protéines (traduction). Une

première représentation d’une cellule donnée peut donc être définie par l’ensemble des

gènes qui s’y expriment à un instant donné, c’est à dire par son transcriptome (ensemble

des ARNm) et par son protéome (ensemble des protéines présentes dans une cellule

donnée). Savoir où et quand un gène est transcrit en ARN et traduit en protéine est un
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indice important pour déterminer sa fonction biologique. Connaître la façon dont un

produit de gène particulier est fabriqué, où il réside, avec quelle force il interagit avec

d’autres produits de gènes et d’autres molécules, l’inscrire dans une voie métabolique

spécifique est aussi un des enjeux de la génomique fonctionnelle pour mieux comprendre

le fonctionnement général de l’organisme.

La génomique fonctionnelle s’enrichit aussi grâce aux prédictions de fonctions issues de

l’analyse de séquences par la recherche de similitudes avec d’autres séquences connues

dans le même organisme (séquences paratogues) ou dans d’autres espèces (séquences

orthologues), par la masse moléculaire, le point isoélectrique des protéines, s’enrichit

aussi par la recherche de motifs, la comparaison dans les banques de motifs structuraux et

fonctionnels, par l’identification d’isoformes (par épissages alternatifs), par la prédiction

de structures 2D et 3D des protéines et par les modifications post-traductionnelles.

La protéomique est l’analyse globale des changements quantitatifs et post-traductionnels

de toutes les protéines dans les cellules prenant le génome comme point de départ. Elle

est aussi considérée comme l’approche post-génomique la plus importante. En effet,

l’analyse de l’expression d’un gène dans la cellule par la mesure du taux d’ARNm

transcrit n’est pas informative. Les données des protéines (protéorne) sont souvent plus

informatives. Ainsi, le défi de la protéomique consiste à trouver des moyens de mesurer

les protéines actives à l’échelle du protéome et de connaître avec quels composants de la

cellule elles interagissent (ADN, ARN, autres protéines et molécules).

La différence entre le génome et le protéorne (tout comme le transcriptome) est que le

génome est un ensemble statique de gènes (aux mutations somatiques près) alors que le

protéorne est dynamique et il est différent d’une cellule à une autre, d’un type tissulaire à

un autre et d’un individu à un autre.

La protéomique est un champ d’application des nouvelles teclmologies pour analyser les

profils d’expression des protéines à l’échelle du génome, comme par exemple comparer

un profil d’expression dans un état physiologique versus un état pathologique. Parmi ces

technologies on distingue l’analyse sur gel d’électrophorèse de polyacrylamide à deux

dimensions (2D-PAGE), la chromatographie, la spectrornétrie de masse, la bio

infomatique et les protéines ‘chips’.
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Il est clair maintenant que nous entrons dans une nouvelle phase ‘post-séquençage’ de

divers organismes et que l’attention est portée sur l’identification de la fonction de

chaque gène. La première étape va nous mener à la caractérisation de leurs rôles dans les

diverses fonctions cellulaires. Les gènes imputent leurs fonctions à leurs produits, qui

sont les protéines, qui ont comme fonction l’interaction avec d’autres molécules.

Pour arriver à cartographier ces interactions, de nouvelles approches ont été développées,

in-vivo ou bien in-vitro, comme la co-immunoprécipitation en biochimie, le système du

double hybride dans la levure en biologie moléculaire ou bien le phage-display, incluant

le criblage à large échelle utilisant la spectrornétrie de masse. Ainsi nous pourrons mieux

comprendre la fonction des protéines.

Dans le cadre de cette introduction je tacherai de résumer les principales voies de

signalisation et de leurs composantes en mettant l’emphase sur les motifs protéiques qui

participent à ses interactions diverses et qui somme toute amène une spécificité malgré la

redondance de la structure, de motif et de fonction.
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1.2 La signalisation cellulaire

Durant les deux dernières décennies nous avons accompli de grands progrès dans la

compréhension des mécanismes par lesquels les signaux sont convoyés de la matrice

extra-cellulaire à leur destination à savoir le cytoplasme ou bien le noyau.

Les cellules doivent être continuellement sensibles, à l’écoute et toujours disposées à

répondre au moindre changement de leur environnement.

La signalisation peut être étudiée à l’échelle d’une cellule ou d’un organisme. À l’échelle

de la cellule, la signalisation est cruciale dans la prise de décision pour le contrôle du

métabolisme, de la division, de la spécialisation ou bien pour entrer en apoptose. A

l’échelle de l’organisme, la signalisation contrôle la croissance et le développement. Il

n’est pas surprenant de voir qu’un dysfonctionnement de la signalisation cellulaire

conduit à des pathologies.

Les différentes cellules d’un organisme vivant reçoivent les informations nécessaires à la

modulation de leur activité par l’intermédiaire de molécules extra-cellulaires. Ces

dernières, que se soient des hormones, des neurotransmetteurs ou bien des facteurs de

croissance, viennent la plupart du temps se lier à des protéines réceptrices qui font partie

intégrante de la membrane plasmique de la cellule cible et qui vont permettre la

transmission de l’information à l’intérieur de la cellule. Un autre type de molécules

informatives, les hormones stéroïdiennes (2), peuvent de par leur caractère liposoluble,

traverser seules la membrane plasmique pour aller se lier à des récepteurs cytosoliques.

Cette liaison entraîne la translocation du complexe ligand-récepteur à l’intérieur du

noyau, où il va directement moduler l’expression génique.

1.3 Les récepteurs couplés aux protéines-G (les RCPGs)

Il existe environ 200 types de RCPGs, sans compter les récepteurs olfactifs couplés aux

protéines-G, dont le nombre est à lui seul estimé à 400-1000 récepteurs différents.

Ces protéines présentent une structure commune à sept hélices alpha transmembranaires

l’extrémité amino-terminale de la protéine est extracellulaire, l’extrémité carboxy
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terminale est intracellulaire. On peut observer 3 boucles extracellulaires (nommées El,

E2

et E3) et 3 boucles intracellulaires (11, 12 et 13). Ces protéines peuvent être sujettes à des

modifications post-traductionnelles, de type N-glycosylation, acylation par des composés

lipidiques (formant parfois une pseudo-quatrième boticle intracellulaire (14), formation de

ponts disulfures entre les chaînes latérales de 2 résidus de Cystéine. Les récepteurs

couplés aux protéines G acheminent leurs signaux par l’intermédiaire de protéines

hétérotrimériques, les protéines G, dont l’activation va entraîner la modulation de

l’activité de différents effecteurs intracellulaires. Ces derniers peuvent être des enzymes

(adénylates cyclases, GMPc phosphodiestérases, phospholipases...), des canaux ou des

échangeurs ioniques (3)(4).

1.4 Variété des stimuli capables d’activer un RCPG

Des stimuli de nature très variée peuvent activer les RCPGs

1- les photons (rhodopsine des bâtonnets et opsines rouge, verte et bleue des cônes)

2- des ions (Caj

3- des stimuli sensoriels (molécules olfactives, gustatives et phéromones)

4- des petites molécules endogènes:

4.1 - acides aminés (acide glutarnique et gamma amino-butyrique)

4.2- amines (acétylcholine, adrénaline, noradrénaline, dopamine, histamine,

mélatonine, sérotonine)

4.3- nucléosides (adénosine) et nucléotides (ADP, ATP, UTP)

4.5- lipides (leucotriènes, FÏatelet Activating Factor, prostaglandines,

thromboxane A2)

4.6- peptides endogènes

5- des composés exogênes:

5.1 - cannabinoïdes

5.2- des composés impliqués dans les réactions du système immunitaire:

5.3- les chimiokines

5.4- les anaphylatoxines C3a et C5a du complément
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6- des protéines

6.1- hormones glycoprotéiques (thyrotropine TSH, lutropine LH, follitropine

FSH, choriogonadotropine HCG)

6.2- protéases (thrombine)

L’activation d’un récepteur couplé aux protéines-G, par son ligand, entraîne tin

remaniement de la structure du récepteur, qui devient capable d’activer des protéines-G

intracellulaires. Ces protéines-G activent à leur tour toute une série d’effecteurs

intracellulaires (enzymes, canaux ioniques, transporteurs...), membranaires ou bien

cytosoliques. Ces effecteurs permettent la plupart du temps, la modulation de la

concentration intracellulaire de messagers secondaires (second messagers) tels 1’AMPc,

1’TP3, le calcium, les diacyl-glycérols ou DAG...)

1.5 Variété des effecteurs et cibles des protéines-G

1.5.1 Les adénylates cyclases (ou adénylyl-cyclases)

Il existe à ce jour 9 isoformes connues de l’adénylate cyclase tAC). C’est une enzyme

membranaire, avec 12 régions transmembranaires, qui est activée par les sous-unités de

type GŒ et inhibée par celles de type GŒ. L’AC catalyse la réaction de formation de

l’AMPc, qui est le second messager produit, à partir d’ATP. Cet AMPc est l’activateur de

la protéine kinase A (PKA) qui est capable de phosphoryler, et ainsi de moduler l’activité

de nombreux substrats protéiques.

1.5.2 La phospholipase C

La phospholipase C est une enzyme catalysant la réaction d’hydrolyse du HP2

(phosphatidyl inositol bis-phosphate) en 1P3 (inositol-3-phosphate) et DAG

(diacylglycérol). Elle est activée par les sous-unités de la classe GqŒ. L’1P3 est le

messager secondaire qui agit au niveau de récepteurs spécifiques, situés à la membrane

des compartiments vésiculaires intracellulaires, entraînant un relargage à l’intérieur du

cytosole, des ions calcium contenus dans ces vésicules. Le DAG quant à lui, active la
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protéine kinase C, qui, elle aussi et tout comme la protéine kinase A, est capable de

phosphoryler des protéines, afin d’en moduler l’activité.

1.5.3 La cGMP phosphodiestérase

La cGMP phosphodiestérase est l’enzyme spécifique des cellules en bâtonnet et en cône

de la rétine, qui catalyse la réaction de formation du GMPc à partir du GTP. Elle est

activée par les transducines G11 et G12.

1.5.4 Les canaux ioniques

Certains canaux à conductance potassique oti calcique voient leur activité modulée par

certaines sous-unités de la classe GŒ.

1.6 Les récepteurs liés a des canaux ioniques

Ces récepteurs, qui fonctionnent essentiellement comme des canaux ioniques, ne sont pas

reliés à une protéine G et n’agissent pas par l’intermédiaire d’un second messager. Ils

possèdent tous une protéine transmembranaire composée de sous-unités qui ont pour

propriété commune de traverser quatre fois la membrane; ces sous-unités délimitent un

canal ionique central dont l’ouverture dépend directement du ligand: acétylcholine,

GABA, glycine, glutamate, etc.

Le récepteur nicotinique de l’acétylcholine, présent à la jonction neuromusculaire des

vertébrés, a été le premier récepteur à avoir été isolé et purifié. Il a surtout été étudié dans

l’organe électrique de la torpille, où il est extrêmement abondant. Il s’agit d’un hétéro

pentamère composé de chaînes a (40 kDa), f3 (50 kDa), y (60 kDa) et a (65 kDa), avec

une stoechiométrie Œ2f3ya. Seules les sous-unités Œ lient l’acétylcholine. La liaison de

l’acétylcholine entraîne l’ouverture du canal central qu’entourent les cinq sous-unités, ce

qui laisse passer un demi-million d’ions Na+ en une milliseconde. La phosphorylation du

récepteur augmente la vitesse de sa désensibilisation à l’action de l’agoniste, c’est-à-dire

1’ acétylcholine.
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Le récepteur du GABA est un tétramère avec deux sous-unités Œ (de 53 kDa) et !3 (de

57 kDa). Chacune des sous-unités comporte quatre hélices transmembranaires. La liaison

du GABA à la sous-unité entraîne l’ouverture du canal à l’ion chlore, avec une

fréquence qui est augmentée par les benzodiazépines, qui se lient à la sous-unité Œ et dont

c’est sans doute le mécanisme d’action pharmacologique.

Les récepteurs de la glycine et du glutamate ont une structure analogue. En particulier, la

sous-unité 4$ kDa du récepteur de la glycine qui lie la strychnine. Elle a une forte

analogie de séquence avec les sous-unités du récepteur nicotinique.

1.7 Les Récepteurs Tyrosine Kinases

Les récepteurs tyrosine kinase sont la seconde grande famille des récepteurs de surface.

Parmi les ligands de ces récepteurs on compte NGF (Nerve growth factor), PDGF

(Platelet-derived growth factor), FGf (Fibroblast growth factor), EGF (Epidennal growth

factor) et l’insuline.

La liaison du ligand stimule l’activité protéine kinase intrinsèque de ce type de

récepteurs. Le récepteur ainsi activé va ensuite enclencher une cascade d’événements qui

vont permettre la transduction du signal qui va mener aux changements physiologiques

cellulaires ou bien aux changements dans l’expression génique.

La voie de signalisation des RTK a un large spectre de fonctions incluant la régulation de

la prolifération cellulaire, la modulation du métabolisme cellulaire, la différentiation

cellulaire ainsi que la survie et la mort cellulaire.

Tous les RTK ont un domaine extracellulaire qui contient le site de liaison aux ligands,

une hélice (X transmembranaire hydrophobique et un domaine cytosolique avec une

région possédant l’activité tyrosine kinase.

La liaison du ligand au RTK le plus souvent entraîne la dimérisation et l’auto

phosphorylation du récepteur.

La découverte de nouvelles classes de protéines kinases associées au polyomavirus, y

Src et v-abl des protéines virales transformantes. qtli phosphorylent des tyrosines a

suggéré immédiatement que la phosphorylation joue tin rôle important dans le contrôle de

la croissance (5-7). Le récepteur kinase catalyse le transfert d’un groupement phosphate
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de l’adénosine triphosphate (ATP) à son substrat protéique. Les récepteurs à activité

kinase sont le plus souvent modifiés par auto phosphorylation, comme chez les récepteurs

aux facteurs de croissance.

La phosphorylation sur des résidus tyrosines sert de point d’ancrage à d’autres protéines

qui s’assemblent pour former un complexe multiprotéique. Beaucoup de ces protéines

sont considérées comme des adaptateurs moléculaires dont le rôle consiste à recruter

d’autres molécules de la signalisation et ainsi à assurer la transmission du signal à

l’intérieur de la cellule (8).

1.2 Les RTK, Ras et les molécules adaptatrices

Les molécules adaptatrices servent de relais dans la transduction du signal, ces protéines

possèdent des domaines SH2 (Src Homology). La découverte du domaine SH2 comme

étant le domaine qui reconnaît les tyrosines phosphorylées sur les RTKs a permis de

comprendre et de percer le mystère par lequel les récepteurs activés pouvaient propager

le signal (9,).

Le domaine SH2 est le domaine le plus impliqué dans la signalisation en avale des

RTKs, il reconnaît une séquence spécifique de 1 à 5 acides aminés en position C-

terminale de la tyrosine phosphorylée, alors que PTB (Phosphotyrosine Binding)

reconnaît une séquence spécifique de cinq acides aminés en position N-terminale de la

tyrosine phosphorylée (10,).

La phosphorylation des résidus sur les RTK fait intervenir des adaptateurs qui

contiennent des domaines SH2 et PTB. Ces adaptateurs vont par la suite faire la liaison

avec d’autres protéines de la voie de signalisation mais ceux-ci ne possèdent pas

d’activité de signalisation intrinsèque. L’activation de Ras (11) se produit lorsque le RTK

lie le ligand (e.g., EGF). Deux protéines cytosoliques GRB2 et Sos interviennent suite à

cette liaison. Le domaine SH2 de GRB2 se lie spécifiquement au résidu(s) tyrosine(s)

phosphorylé(s) sur le RTK. GRB2 contient aussi deux domaines SH3 qui lient et activent

Sos. GRB2 joue ainsi un rôle d’adaptateur pour le Récepteur à l’EGF et Sos fonctionne

comme un GEF (guanine nucleotide — exchange protein) qui aide la conversion de la

forme Ras-GDP inactive en forme de Ras GTP active.
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Le récepteur et Ras se retrouvent tous les deux à la membrane plasmique, après, Ras

active une cascade de protéines kinases qui culminent par l’activation dc la kinase ERK

(MAF kinase) qui va directement influencer l’expression génique (12).

Les RTKs peuvent aussi stimuler des protéines à activité sérine/thréonine kinase par une

voie impliquant la production de phospholipides incluant l’activation de PI3K qui va

induire la production de PI-3, 4, 5-P3 (Phosphatidyl Inositol 3,4,5, TrisPhosphate). Nous

savons déjà que PIP3 se lie sélectivement au domaine PH des sérines/thréonines kinases

PDK1 et Akt/PKB (13,) induisant leur association à la membrane cytoplasmique (14,).

Parmi les Serines/Thréonines protéines-kinases, certaines sont activées par l’AMP

cyclique, d’autres par le GMP cyclique. D’autres sont activées par les autres seconds

messagers Ca et diglycérides (2G). Certaines protéines-kinases sont activées par

phosphorylation sous l’effet d’une autre protéine-kinase, de sorte qu’il se crée des

cascades de protéines-kinases qui amplifient l’effet de phosphorylation des protéines.

Dans ces cascades on retrouve aussi des adaptateurs sans activité enzymatique connue

comme Grb, Nck, et Crk (15-16). La découverte des adaptateurs avec des domaines SH2

et SH3 a révélé un nouveau mécanisme par lequel les protéines de signalisation forment

un complexe multiprotéique dans le cytosol ou bien associés à la membrane plasmique.

Ces complexes sont formés par la liaison de régions riches en proline à des domaines

SH3 des adaptateurs (17-18). Les domaines $H2 de ces mêmes adaptateurs peuvent

acheminer le complexe protéique ainsi formé, près des tyrosines phosphorylées.

Ces adaptateurs moléculaires jouent un rôle de relais de l’information, ils sont capables

de se re-localiser selon les besoins alors que d’autres adaptateurs peuvent aussi jouer un

rôle d’échafaudage qui permet de rapprocher les protéines impliquées dans une voie

spécifique pour être en contact et interagir. Les interactions décrites dans la voie de

signalisation de Ras sont d’ailleurs schématiquement résumées à la figure 1.

Au chapitre 1.14 sera détaillée la super famille des GiPases Ras.



Ligand

Figurel : La voie d’activation de Ras par les récepteurs tyrosines-kinases.
Représentation schématique de la voie de signalisation par les récepteurs tyrosines-kinases.
La liaison du ligand à son récepteur kinase va entraîner la phosphorylation de celui-ci, ce qui
permettra le recrutement d’adaptateur comme Grb2 via sa liaison par son domaine 5H2 à la
tyrosine phosphorylée. Grb2 via la protéine Sos associée entraînera l’activation de Ras.
A son tour, Ras recrutera et entraînera l’activation de Raf qui va engager la voie des MAP
Kinases et ainsi acheminer un signal extra-cellulaire vers sa cible au niveau du noyau c’est à dire
la transcription de gènes cibles. Biochemistry 2nd EU. by Garrett & Grisham (1999)

RTK

Tyr

MAPK (JPK active )
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L Synthèse d protéines
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1.8 Les adaptateurs moléculaires et leur rôle dans la si%natisation

Les protéines cytoplasmiques qui acheminent le signal de la surface cellulaire jusqu’à la

cible intracellulaire sont construites sous forme de modules (domaines) présentant ou non

une fonction catalytique. Ces domaines sont impliqués dans les interactions entre

protéines, les interactions avec des phospholipides, des acides nucléiques et des seconds

messagers secondaires (AMPc, GMPc, etc...). Ces domaines jouent des rôles critiques

dans la sélection et l’activation de voies de signalisation à travers leur habilité à recruter

des protéines cibles et pour la régulation de la formation de complexes protéiques aux

endroits adéquats (19-20).

Ces domaines en plus de contrôler la spécificité du signal, contrôlent aussi la cinétique de

la réponse cellulaire à des stimuli extra ou intracellulaires. Il est évident maintenant que

les interactions protéine-protéine spécifiques jouent un rôle essentiel dans la réponse

cellulaire comme : le trafic cellulaire, le cycle cellulaire, l’expression génique, les

réparations de l’ADN. le contrôle du réarrangement du cytosquelette et la dégradation de

protéines cibles. Ce sont des réponses spécifiques aux signaux externes acheminés par la

grande diversité des récepteurs membranaires à l’intérieur de la cellule.

1.8.1 Les domaines S112/PTB

Les domaines d’interaction des protéines semblent destinés pour reconnaître des motifs

exposés par leurs partenaires d’interaction, ceci s’applique à la grande famille des

protéines à domaines SH2 et PTB (21-2 7) qui reconnaissent des modifications post

traductionnelles de séquence, comme les phosphotyrosines.

Le domaines SH2 est un module de 100 acides aminés qui lie spécifiquement les peptides

contenant des tyrosines phosphorylées (pY). Le domaine SH2 conventionnel possède

une poche conservée qui reconnaît les pY et une autre variable qui reconnaît un motif de

3 a 6 acides aminés en position C-terminale aussi bien qu’en position N-terminale des

résidus tyrosines phosphorylés suggérant ainsi un modèle alternatif de liaison.

Le domaine PTB (Phosphotyrosine binding) est un module de 100 acides aminés qui lie

communément les tyrosines phosphorylées dans un motif Asn-Pro-X-Tyr.
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Le domaine PTB des protéines d’échafaudage comme Shc et IRS-1 requiert la présence

d’un motif spécifique pour lier la tyrosine phosphorylée (NPXpY).

La figure 2 illustre quelques exemples de protéines comportant un domaine SH2.

1.8.2 Les domaines FilA, WD40, 14-3-3

Les domaines FHA, WD4O, 14-3-3 reconnaissent les phosphosérines/thréonines (28,), les

bromo et chromo domaines reconnaissent des lysines acétylées et méthylées (29-30,).

Le domaine associé à forkhead (forkHead Associated domain) a été identifié pour la

première fois chez les Eucaryotes dans le facteur de transcription Forkhead (Fkh). C’est

un domaine long de 64 à 100 acides aminés qui contient des résidus clés très conservés, il

reconnaît les protéines phosphorylées par les sérines/thréonines kinases.

La protéine 14-3-3 est un polypeptide de 30 kfla avec neufs membres connus chez les

mammifères. Ils sont impliqués dans la régulation de diverses voies de signalisation et

dans la transmission de signaux intracellulaires, l’apoptose, et le cycle cellulaire. Les

protéines 14-3-3 forment des dirnères et des hétérodimères qui se lient à leurs partenaires.

Ces protéines 14-3-3 jouent également un rôle dans l’exportation de partenaires du noyau

vers le cytoplasme.

WD4O est un domaine qui se retrouve de façon répétée sur les protéines des Eucaryotes.

Ces protéines couvrent une grande variété de fonctions incluant celle d’adaptateur,

régulateur dans la transduction du signal. l’assemblage du cytosquelette et le contrôle du

cycle cellulaire. Les domaines WD4O de b-TRCP et Cdc4 sont impliqués dans la

reconnaissance de peptides contenant des phospho-sérines et thréonines, il a aussi

démontré que les domaines WD4O forment des structures en hélices 3 qui servent dans la

reconnaissance des phospho-peptides.
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1.8.3 Les domaines S113, WW et EVII1

Les domaines SH3. WW et EVH1 reconnaissent des séquences riches en proline (3]) et

les domaines PDZ se tient aux deux derniers acides aminés (en général une valine ou bien

une isoleucine) à l’extrémité C-terminale des protéines. On distingue aussi une famille de

protéines spécialisées dans la liaison aux phospholipides (PI) ce sont les protéines à

domaines PH, FYVE, PX et ENTH (32-33).

Le domaine SH3(Src hornolgy domaine) est un motif de $0 à 100 acides aminés. Ce

domaine se lie aux séquences consensus riches en prolines (Pro-X-X-Pro). Chaque paire

de proline aliphatique se lie à une poche hydrophobique dans le domaine SH3. La liaison

des domaines SH3 à ces motifs riches en prolines a été analysée par différentes

approches, entre autre, la résonance magnétique nucléaire et l’analyse cristallographique.

Ces études ont permis de classer les domaines SH3 en deux classes t les domaines de la

classe I qui reconnaissent respectivement les motifs RKXXpXXp et les domaines de

classe II qui reconnaissent le motif PXXPXR (3435,).

EVH-1 et 2 (WHY et WH2 = WASp homology dornain) sont deux protéines qui

possèdent un autre domaine conservé qui lie les motifs riches en proline(36). On retrouve

ce domaine dans les protéines du cytosquelette de la famille WASp (Wiskott-Aldrich

Syndrome protein) (37,). Cette protéine est absente dans le syndrome de Wiskott Aldrich,

qui est une pathologie qui provoque une déficience du système immunitaire. Las 17p

(38) est l’homologue de WASp chez la levure qui joue un rôle dans le ré-arrangement du

cytosquelette d’actine. L’organisation des différents domaines de WASP est représentée à

la figure 3.
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1.9 La cytocinèse

La cytocinèse est le processus cellulaire par lequel les cellules Eucaryotes se divisent

après la mitose pour donner deux cellules filles (39). Ce processus nécessite la formation

d’un fuseau d’actine pour parachever la division correcte du matériel génétique. La

cytocinèse a été bien documenté chez Schizosaccharomyces pombe, avec la découverte

d’une protéine Imp2 de la famille PCH/fCH qui est impliquée dans le processus de

septation. Il consiste en l’assemblage de l’anneau de fibre d’actine primaire au milieu de

la cellule durant la phase M (40,).

1.9.1 Le domaine PCH/FCH

Aussi connu sous le nom de RAEYL ou bien domaine Cdcl5 (Ce!! division control 15)

(41) en N-terminale de Cdc l5p S. poinbe. Ce domaine a été décrit pour la première fois

dans Cdcl5p chez Schizosaccharomycespombe. Après le début de la mitose, il forme une

structure en anneau et se retrouve au même endroit que l’anneau d’actine médian. Il se

pourrait que ce domaine soit impliqué dans le ré-arrangement du cytosquelette qui est

requis durant la cytocinèse. On le retrouve aussi dans les protéines tyrosines kinases où il

joue un rôle dans la régulation du cycle cellulaire et dans les protéines Rho-GAP où il

inhibe l’organisation des fibres de stress chez Homo sapiens sapiens. L’organisation de la

structure secondaire du domaine PCH de Cdc l5p de S. pombe est illustrée à la figure 4.
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1.9.2 Quelques membres de la famille des protéines à domaine PCH/FCH et leurs

rôles biologiques

Cette famille compte plus d’une cinquantaine de membres. Les protéines de cette famille

jouent un rôle dans la cytocinêse et la distribution de l’actine. Elles possèdent un domaine

PCH (Pombe Cdcl5 Homology) / FCH (Fer/Fes Cip4 Homolgy) en position N-terminale

(42), une région centrale coiled-coil et un ou deux domaines SH3 en position C

terminale. Quelques exemples d’organisation des protéines de la famille PCH sont

représentés à la figure 5.

1.9.3 Imp2

Imp2 code pour une nouvelle protéine impliquée dans la machinerie de la septation chez

la levure S. ponibe. Cette protéine montre des homologies avec un membre de la même

famille PCH/FCH, dont l’organisation des domaines est identique et qui inclut Cdcl5p

(43). La protéine Imp2 joue un rôle dans la formation du septum. Le gène hnp2 n’est pas

essentiel à la survie et à la croissance de la cellule. Par contre sa délétion entraîne de

muLtiples défauts de septation et de formation des deux cellules filles.

D’autres protéines de structures identiques existent dans d’autres organismes. On les

retrouve dans les mêmes compartiments cellulaires, font partie de la structure du

cytosquelette et ont la même fonction ce qui suggère que celles-ci aient été conservées

durant l’évolution (44).

1.9.4 PSTPIP

PSTPIP est une protéine associée au fuseau mitotique qui interagit avec une protéine

tyrosine phosphatase PTP HSCF chez la souris (44, 45). fAP52 est une autre protéine de

la famille PCH/fCH chez le poulet qui montre peu d’homologie de séquence en acides

aminés mais une structure identique par rapport aux deux autres protéines citées plus haut

(CdclSp et Imp2p), est co-localisée avec Vinculine, Paxine et Taline et des protéines

co;mues comme faisant partie du cytosquelette d’actine (46-4 7]. Plus récemment d’autres
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protéines comme PACSLN2 et Syndapine II, ont été identifiées (42-53,). Toutes ces

protéines partagent un domaine conservé PCH/FCH en position N-tenninale suivi par

une région centrale coiled-coil et un domaine SH3 en position C-terminale. FAP52,

PACSN2, Syndapin II, sont toutes largement exprimées dans différents tissus (54-56,).

1.9.5 Les protéines Cyk2 et Cdcl5 jouent un rôle dans la cytocinèse

Cyk2, une autre protéine de la famille PCH/FCH, a été caractérisée lors d’une étude sur

la cytocinêse chez la levure S. cerevisicte. Elle interagit avec l’anneau d’actomyosine. La

protéine Cyk2p, est l’homologue de Cdcl5 de la levure S. pombe (57).

Cdc l5p est une phosphoprotéine qui contient une région centrale coiled-coil, un domaine

PEST et un domaine SH3 en position C-terminale (58). Cdcl5 (Celi division control 15)

joue un rôle dans la formation et l’assemblage de l’anneau d’actomyosine chez S. pombe.

Cet assemblage requiert deux voies indépendantes impliquées dans la nucléation de

l’actine, une des voie dépend du complexe Arp2/3 et l’autre voie fait intervenir un autre

joueur qui est Cdcl2p. Un modèle a été proposé dans leqtiel Cdcl5 se lie directement au

complexe Arp2/3 et Myolp ce qui expliquerait pourquoi le recrutement du complexe

Arp2/3, Myolp et l’actine ne s’est pas fait chez le mutant A cdc]5. Cdcl5p se lie

directement à Cdcl2p et ces deux protéines sont nécessaires à la localisation de l’anneau

d’actomyosine durant la cytocinèse. Ces deux protéines interagissent également durant la

nucléation de cet anneau avant la formation du CAR (Cytokinetic actin ring). La rupture

de l’interaction entre ces deux partenaires dans les cellules mutées semble être la raison

de la disparition de l’anneau d’actine durant la cytocinèse chez S. pombe. Il semblerait

donc que Cdcl5p joue un rôle critique dans le recrutement et la coordination des voies de

signalisations impliquées dans l’assemblage, la localisation des filaments d’actine et la

construction du fuseau d’actornyosine durant la cytocinèse (‘59,).
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1.9.6 Les interactions entre PSTPIP, PSTPEST et WASP et leurs rôles biologiques

D’autres protéines de la famille PCH/FCH ont été identifiées. PSTPIP1 chez la souris a

été caractérisée comme étant le substrat de la protéine tyrosine phosphatase PTP-PEST.

Ces deux protéines ont été retrouvées dans le même compartiment cellulaire in vivo et

interagissent directement via le domaine PCH/FCH de PTP-PE$T qui se lie à la région

coiled coil de PSTPIP. Il a été mis en évidence que PSTPIP pouvait être phosphorylée

sur un résidu tyrosine en position 344 en réponse à une stimulation à l’EGF et PDGF. Il

a été démontré que PTP-PEST déphosphoryle P$TPIP sur la tyrosine à la position 344.

De plus PSTPIP sert d’échafaudage entre PTP-PEST et WASP(60).

Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré que PSTPIP peut former des

oligomères (61). PSTPIP, l’homologue de la protéines Cdcl5 chez les mammifères est

impliquée dans la ré-organisation du cytosquelette (62). Il a été rapporté que PSTPIP est

associée à l’actine corticale durant le cycle cellulaire et que la translocation de PSTPIP a

lieu durant la cytocinèse dans le sillon de clivage (63). Il est intéressant de noter que

toutes ces protéines ont un domaine SH3 localisé en position C-terminale et que ce

domaine est impliqué dans l’interaction avec WASP et/ou N-WASP. On sait déjà que les

protéines WASP et N-WASP interagissent et activent Arp2/3 qui est impliquée dans

l’activation et la nucléation de l’actine (64-74) comme illustré aux figures 6 et 7.

1.9.7 L’interaction de Cip4 avec WASP et régulation de la structure du

cytosquelette

En utilisant le système du double hybride chez la levure pour l’étude d’un mutant de

Cdc42, un ADNc codant pour une protéine de 545 acides aminés, Cip4 (Cdc42

interacting protein-4), a été identifié comme étant un partenaire d’interaction de Cdc42.

Cip4 possède un domaine PCH/FCH en position N-terminale et un domaine SH3 en

position C-terminale. CIP4 montre des similarités avec des protéines impliquées dans la

signalisation et la régulation du cytosquelette d’actine (75).

Dans une autre étude il a été montré que CIP4 interagit avec WASP et que cette

interaction implique la région riche en proline de WASP avec le domaine SH3 de CIP4.
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Le segment riche en proline de WASP interagit aussi avec d’autres protéines contenant

des domaines SH3 qui sont impliquées dans la régulation de la structure du cytosquelette.

Parmi ces protéines, on distingue des adaptateurs comme Nck (76-78), les kinases de la

famille Src et la phospholipase Cy (79-80). Il a été montré que WASP interagit

directement avec l’actine via le domaine VHD (verpoline homology dornain) (‘81). Chez

la levure, Beelp associée à Lasl7p (Lasl7p est l’homologue de WASP chez l’humain)

interagissent avec le complexe Arp2/3 qui est la clef de la polymérisation de l’actine (82-

83). D’après toutes ces études. il apparaît que les membres de cette famille de protéines à

domaine PCH jouent un rôle dans le ré-arrangement du cytosquelette et de la

polymérisation de l’actine par le recrutement d’autres protéines comme il est illustré aux

figures 6 et 7.

1.9.8 L’interaction entre WASP et Cip4 ne nécessite pas Cdc42

Dans une autre étude, la protéine WASP a été utilisée comme appât dans le système du

double hybride chez la levure et a conduit à l’identification d’une protéine Cip4 (Cdc42

interacting protein-4). L’interaction entre les deux protéines a été par la suite mieux

caractérisée et implique la région riche en proline de WASP qui interagit avec le

domaine $H3 de Cip4. Cependant cette interaction n’impliquait pas l’intervention de

Cdc42, car cette même étude a démontré lors d’une expérience effectuée dans les cellules

COS7 après co-transfection de CP4 et WASP-GFP que ce complexe lie les

microtubules via la partie N-terminale (domaine PCH/FCH) de Cip4.

En parallèle, l’étude a aussi montré que la région de Cip4 qui lie Cdc42 implique les

acides aminés en position 3 $3-417.

La mutation 139$S abolissait la liaison de Cip4 à Cdc42 et la délétion de cette région (aa

383-417) de Cip4 n’abolissait pas la liaison de Cip4 avec WASP et leur co-localisation

avec les microtubules. Ceci suggère que Cip4 facilite le transport de WASP et que cette

liaison ne nécessitait pas d’interaction avec Cdc42 (84, 85).

Les différents domaines d’interactions de Cdc42 et de WASP sont représentés

schématiquement à la figure 6.
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1.9.9 La régulation de la polymérisation de l’actine dans les lymphocytes T

implique WASP, Cdc42 et Vav-1

Il a été montré que l’activation de WASP au niveau du site d’interaction des cellules T et

des cellules présentatrices d’antigène (APC), se faisait en deux étapes. La première étape

est le recrutement de Cdc42 par WASP via sa région riche en prolines et de son activation

qui est dépendante de sa liaison au GTP. La deuxième étape est le recrutement de WASP

par Nck à l’aide du domaine SH3 de celle-ci. Par contre, l’activation de WASP requiert

Vav-l.

Dans les cellules T déficientes en Vav- 1, le recrutement de WASP se fait normalement,

mais la localisation et l’activation de Cdc42 et de WASP est interrompue. Le

recrutement et l’activation de WASP sont coordonnées par les tyrosines phosphorylées.

SLP-76, qui fonctionne comme un échafaudage, rapproche Nck et WASP à proximité de

Vav-1 et Cdc42-GTP (86). Cet ensemble forme la voie de signalisation qui va du TCR à

l’activation de WASP. La figure 7 nous résume cette voie de signalisation.
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1.9.10 Le rôle dc Cdc42, Lasl7p et Bzzl dans la régulation de la polymérisation de

l’actine

Une autre étude chez la levure a montré que Cdc42 recrute et active le complexe

Beel/Lasl7p, Arp2/3 et Myosine I ( Myo3p et Myo5p), aboutissant à la formation et à

l’assemblage des filaments d’actine, à savoir que Lasl7p est l’homologue de WASP chez

la levure (87). Il est aussi à noter que Bzzlp, une protéine de la famille PCH/FCH,

possédant un domaine PCH/fCH en position N-terminale et deux domaines SH3 en

position C-terminale, interagit avec la Myosine de type I (88). En effet, une étude menée

pour identifier d’autres facteurs impliqués dans le complexe Arp2/3/ Lasi 7p/ Myosine I!

Beelp, chez la levure en utilisant le système du double hybride a permis de caractériser

Bzzlp/Lsb7p (Las Seventeen Binding protein-7) comme un nouveau partenaire de ce

complexe. Bzzlp (Lsb7p) interagit avec Lasl7p par l’intermédiaire de son domaine SH3.

La délétion de BZZ] n’est pas létale; par contre la délétion simultanée de BZZ], MYO3 et

MYO5 l’est. De plus, la sur-expression de Bzzlp chez la levure inhibe la croissance

cellulaire, alors que le double mutant bzzlz\ et myo5z est incapable de restaurer la

polarisation de l’actine après un stress au chlorure de sodium. Il est à noter que Bzzlp est

capable de recruter la machinerie de la polymérisation de l’actine grâce à ses domaines

SH3. Ses interactions avec Lasl7p, Vrplp et Myosine de type I sont essentielles à ce

processus, ce qui suggère que Bzzlp pourrait être impliqué dans la régulation de la

polymérisation de l’actine (89).
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1.10 Le projet

1.10.1 Historique

Dans le cadre de mon projet je devais compléter la caractérisation de la protéine

$H3APÏ, aussi considérée comme tin membre de la famille PCH/FCH. SH3AP1 a été

isolée dans notre laboratoire lors d’une étude précédente qui portait sur la caractérisation

de partenaire de hPTP1E, une phosphatase également isolée dans notre laboratoire (90-

91) (Figure 8). SH3APY a été localisée au niveau du cytoplasme des cellules de

mammifères. Il a été démontré lors d’études précédentes avec le système du double

hybride de la levure que SH3AP1 interagissait avec la protéine WASP (Julie Champagne,

Denis Banville, résultats non publiés). Ces résultats nous ont permis de supposer que

$H3AP1 pouvait jouer un rôle dans le réarrangement du cytosquelette et ainsi nous avons

poursuivi l’étude afin d’identifier de nouveaux partenaires d’interaction. Nous avons

aussi trouvé par Northern blot que SH3AP1 était sur-exprimée dans les tissus de

poumons et dans la glande mammaire (Figure 9), ce qui explique le choix d’utiliser les

librairies d’ADNc issues de ces tissus pour ce projet.

1.10.2 Objectif

Afin de compléter la caractérisation de SH3AP1 dans un contexte biologique, mon

objectif était de déterminer le rôle des deux tyrosines de SH3AP1 lorsque celles-ci sont

phosphorylées, d’identifier de nouveaux partenaires d’interaction moléculaire en utilisant

le système du double hybride chez la levure en criblant des librairies de cDNA et par la

suite de confirmer ces interactions dans les cellules de mammifères.
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1.10.3 hPTPJE

hPTP1E est une protéine tyrosine phosphatase de 2490 aa codée par un ARNm de 8.5

kb. Il existe deux classes de PTPases : les tyrosines phosphatases réceptrices et les

tyrosines phosphatases non-réceptrices. hPTP1E appartient à la deuxième classe. Son

domaine catalytique lui confère une activité de tyrosine phosphatase qui lui permet de

déphosphoryler certains résidus tyrosines sur d’autres protéines (90-9]).

1.11 Les différents domaines de hPTP1E

1.11.1 Le domaine ERM

hPTP1E possède un domaine B4.l, cinq domaines PDZ et un domaine catalytique PTP

en position C-terminale. Le domaine B4.1. (Band 4.1. homologues), aussi connu sous le

nom de ERM, a été désigné ainsi d’après trois protéines murines chez lesquelles ce

domaine est conservé, soit l’ezrine (92-93). la radixine et la moésine (94-95,).

On retrouve ce domaine dans des protéines associées au cytosquelette à l’interface entre

la membrane plasmique et le cytosquelette où il est impliqué dans l’ancrage de ces

protéines à la membrane plasmique. Ces protéines sont notamment impliquées dans les

voies de signalisation de Rho et P13-kinase/Akt (96) (Figure 8).

1.11.2 Les domaines PUZ

Les domaines PDZ ont été nommés d’après trois protéines différentes dans lesquelles ils

ont d’abord été identifiés. Ces trois protéines sont PSD-95 (mammalian postsynaptic

density protein 95 kDa) (97) Dlg (drosophila dises-large protein) (98) et ZO-1

(mammalian Zonula occludens protein 1) (99,). Ils sont parfois appelés domaines DHR

(Dises-large Hornology Region) (100,) oti encore domaines GLGF (10]) car cette

séquence de quatre acides aminés est souvent présente à l’intérieur de ces domaines. Il a

été observé que chacun de ces domaines PDZ peut avoir une spécificité différente dans

ses liaisons avec d’autres protéines. Chaque domaine a le potentiel d’interagir avec des

protéines différentes. Ceci offre la possibilité aux protéines à domaines PDZ de participer



n
j

à la formation d’importants complexes de protéines hétérogènes en servant

d’échafaudage sur lequel les autres protéines viennent s’accrocher (1 02-103). Ils peuvent

aussi reconnaître certaines séquences très courtes situées à l’extrémité carboxy-terminale,

représentée par (S/T)X(V/I), où X peut être n’importe quel acide aminé (104). Le dernier

acide aminé de l’extrémité C-tenninale du ligand est le plus souvent une valine ou une

isoleucine (figure 2).

1.11.3 Le domaine PTPc

PTPc (Protein tyrosine phosphatase) est le domaine catalytique de hPTPÏE, il est

impliqué dans la réaction de déphosphorylation des résidus tyrosine phosphorylées par

les kinases. Le groupement phosphate attaché au résidu tyrosine est enlevé par une

réaction enzymatique (Protéine Tyrosine Phosphate + H20 Protéine tyrosine + Pi). Les

phosphatases sont des enzymes qui jouent un rôle important dans le contrôle de la

division et la croissance cellulaire, la prolifération, la différenciation et la transformation.

1.12 Identification des partenaires de hPTP1E

Pour identifier les partenaires d’interaction de hPTPYE, un des domaines PDZ a été

utilisé comme appât dans le système du double hybride pour cribler la librairie de cDNA

de tissus de poumons humains. Cette approche a permis d’identifier ZRP-1 (Zyxin

Related Protein) (105,). La protéine ZRP-l possède trois domaines LIM à son extrémité

C-terminale ainsi qu’une région très riche en proline. composée à 20.5% de cet acide

aminé, à son extrémité N-terminale ce qui lui permet de se lier, entre autres, aux

domaines SH3.

Dans le but de caractériser ZRP- 1, la partie N-terminale (riche en proline ) de celle-ci, a

été utilisée comme appât dans le système du double hybride de la levure et a été utilisée

pour cribler la librairie de cDNA de cellules HeLa et c’est ainsi que le domaine SH3 de

SH3AP1 a été repêché, identifié en même temps que d’autres protéines. Le clonage de la

protéine complète de 541 acides aminés a permis d’établir que SH3API possède, en plus

du domaine SH3 à son extrémité carboxy-terminale, un domaine PCH/fCH à son
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extrémité arnino-terminale. Des recherches dans les banques de données ont démontré

qu’il existe une autre forme de cette protéine obtenue par épissage différentiel du même

gène. Cette forme plus longue et plus abondante que la première comprend 740 acides

aminés et possède un deuxième domaine $H3 situé en aval du premier. La partie C-

terminale de SH3APY contient 2 tyrosines phosphorylées lorsque les cellules sont

stimulées par l’addition de sérum ou par $rc, ainsi qu’une région riche en prolines. Cette

région se termine également par trois acides aminés TLV qui constituent une séquence

consensus pour les domaines PDZ (Figure 8).

1.13 Organisation génomique de SH3AP1 humain

1.13.1 SH3AP1

$H3AP1 est codée par un gène de 343 kb situé au locus 11 q13.4. La séquence codante

de SH3APY est répartie sur 20 exons (f igure 10). Ce gène par épissage différentiel code

pour deux protéines de poids moléculaires différents. La forme courte de 541 acides

aminés est encodée par un gène de 16 exons et possède un seul domaine $H3 en position

C-terminale. Cette protéine est exprimée dans tous les tissus testés (Figure 9). La forme

longue de 740 acides aminés codée par le même gène de 20 exons, possède deux

domaines SH3 en position C-terminale en plus d’une séquence riche en proline

contenant aussi des tyrosines phosphorylées. Voir la figure 11 pour l’organisation des

domaines respectifs de SH3APY ainsi que la figure 12 qui représente la séquence codante.
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Séquence Nucléotidique et amino-acide de SH3AP1

atgcagccgccgccgaggaaggtgaaagttacacaagaactgaaaaacattcaagttgagcagatgacaaaacttcaagccaaacatcaa
M Q PFF R K V K V T

gcagaatgtgatttgcttgaagatatgaggacattcagtcagaagaaggctgctattgaaagagagtatgcacagggtatgcagaagttg

gctagtcaatacctgaagagagattggcctggagtaaaagctgatgatcggaatgattacaggagcatgtatcccgtttggaaatctttt

ctcgagggaacaatgcaggtagcccagtctcggatgaatatatgtgaaaactataaaaacttcatttctgagcctgcaaggacagtgaga
V R

agcttaaaagaacagcaactaaaaaggtgtgtggaccagttgacaaagatccaaactgaattacaagagacagtgaaagatttagctaaa
S L K E Q Q L K R CV D Q I T K I Q T E L Q E T V K DIA K

ggcaaaaagaaatactttgagactgaacagatggct catgcagtacgagagaaagctgacatcgaggcaaaatctaaacttagtcttttt
G K K K Y F E T E Q M A H A V R EX A DIE A K SKIS IF

caatcaagaatcagtttacagaaggcaagtgtaaagttaaaagcccggcgatctgagtgtaattccaaagctacccacgcaaggaatgat
Q S RI SI Q K A S V K 1K A R R S E C N SK A T H A R N D

tatcttcttaccctagcggcagcaaatgcacatcaggatcgctactatcaaacagatttagttaacattatgaaggctcttgatggaaat
Y LIT LA A ANAR Q DRY Y Q T DLV N 1M K A ID G N

gtgtatgatcatctcaaggattatttaatagccttcagccggactgagctagaaacatgccaagctgtgcagaacacattccagttttta
V Y D MLX D Y LIA FS R T E LET C Q A V Q N T F Q FI

ttagaaaactccagcaaggtggtccgggactacaatcttcagctgtttttgcaagaaaacgctgtatttcacaaaccccagcccttccag
LE N S S K V V R D Y NI Q 1F L Q E N A V F H KF Q P F Q

ttccagccttgtgacagtgatactagccgacagttagaatcagaaactgggaccacagaggagcacagtctaaataaggaagctcgaaaa
F Q PC D S D T S R Q LES E T G T T E E H SI N K E A R K

tgggccacacgtgtggcacgtgagcataaaaacattgttcaccaacaacgggttctaaatgatctggagtgtcatggagctgctgtatca
W A T EV A R E H K N IV H Q Q R VIN DIE C MG A A VS

gaacaaagccgagcagagctagaacagaaaatagatgaagctagagaaaatattcgtaaagcagagataattaaattgaaagctgaagcc
E Q S R A E I E Q K I D E A R E N I R KA E I I K L K A E A

cggttggacctgctaaagcagattggtgtttctgtggacacatggctaaagagtgccatgaaccaagtaatggaagaactggaaaatgag
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Figure 12: La séquence de la région codante du gène de SH3AP1 avec les différents
domaines la constituant. Le domaine FCH est représenté en couleur bleue, les deux
domaines SH3 sont représentés respectivement en jaune pour la forme courte de SH3AP1 et
en vert pour la forme longue contenant les deux domaines, en rouge sont représentés les
domaines riches en prolines et en pourpe les deux tyrosines phosphorylées en position 659 et
70$. La séquence consensus TLV est représentée en couleur bleue à la fin de la séquence.

P S S P P ES P

P PI?
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En consultant la banque de données HUGE (Human Unidentified Gene-Encoded Large

Proteins) sur le site web (http://www.kazusa.or.jp/huge), une séquence correspondant à

celle de SH3AP1, mais incomplète à l’extrémité 5’, a subséquemment été identifiée et est

déposée sous le nom de K1AA0769. Une analyse du profil de l’expression de la protéine

$H3AP Y réalisée par RT-PCR-ELISA (RT-PCR-Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

(Figure 9), par le groupe du Kazusa cDNA Project, a confirmé les résultats d’un

immunobuvardage Northern obtenus précédemment dans notre laboratoire indiquant que

SH3AP1 était exprimée à un niveau variant de élevé à très élevé dans tous les tissus

testés. En consultant les banques de données du projet de séquençage du génome humain

sur le site du NCBI (http://www.ncbi.nlrn.nih.gov), il a été possible d’établir que le gène

de SH3AP1 était situé sur le onzième chromosome, au locus 11q12.l, mais après

révision, la localisation précise a été établie au locus 1 lql3.4

1.13.2 FLJ00007

Le centre Kasuza (http ://www .kazusa. or.jp/NEDO/gfpage/FLJ00007/) a pennis

d’identifier une autre séquence d’ADN de 12116 paires de bases, sur le chromosome 5 au

locus 5q3 1 .3, (http ://www.ncbi .nlm.nih.gov/LocusLink!LocRpt.cgi?1$984$).

Elle est transcrite en un ARNrn de 4303 bases, codant pour une protéine de 690 acides

aminés, avec un domaine PCH en position N-terminale, une région centrale coil-coiled et

deux domaines SH3 en position C-terminale. Cette protéine est, contrairement à

SH3APY, très peu exprimée dans les tissus où SH3APY est exprimée le plus. La

comparaison d’identité des deux protéines est illustrée à la figure 13.
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1.14 La superfamille des petites GTPases

La superfamille des petites GTPases regroupe plus de 100 membres chez les Eucaryotes.

Cette superfamille est subdivisée en cinq sous familles qui sont

• La sous famille Ras compte Ras, Rap, Rai et R-Ras comme membres,

• La sous famille Rho compte les protéines RhoA, Rad et Cdc42 comme membres

les plus étudiés,

• La sous-famille Rab est celle qui compte le plus de membres,

• Deux autres sous-familles Arf/Sar.

Les petites GTPases sont des protéines monomèriques de poids moléculaire qui varient

entre 20 et 40 kDa.

Les membres de cette superfamille des petites GTPases, en plus de partager des fonctions

biochimiques fondamentales, exercent aussi un contrôle étroit dans divers processus

cellulaires comme la prolifération et la différentiation cellulaire, la motilité et les

contacts cellules-cellules et la ré-organisation du cytosquelette.

Les petites GTPases jouent le rôle d’interrupteur moléculaire (Switch). Ces protéines

passent d’un état activé en liant le GTP et un état inactivé en liant le GDP comme il est

illustré sur la figure 14a.

Les petites GTPases servent de relais dans la transduction des signaux provenant des

récepteurs membranaires en les acheminant vers leurs cibles intracellulaires. L’activité de

ces GTPases est régulée par d’autres protéines qui sont les GEFs (Guanine nucleotide

Exchanging factors), les GAPs (GTPases activating proteins) et les GDIs (Guanine

nucleotides dissociation inhibitors). Toutes ces protéines ont tin rôle à jouer dans le

maintien de l’état et du taux intrinsèque des formes inactives ou bien actives des petites

GTPAses, tel qu’illustré à la figure Ha.



46

1.15 Les Rho-GTPases (Rho, Rac et Cdc42) et l’organisation du

cytosg uelette

L’habilité des cellules eucaryotes de maintenir ou de changer leur forme et leur capacité

de fixation à leur substrat en réponse aux signaux extracellulaires est largement

dépendante des ré-arrangements du cytosquelette d’actine.

Le ré-arrangement du cytosquelette d’actine joue un rôle crucial dans le processus de la

motilité cellulaire, la cytocinèse et la phagocytose. Le cytosquelette d’actine est composé

de filaments d’actine qui sont organisés en structures comme les filopodes, les

larnellipodes et les fibres de stress. La figure 14b illustre le rôle de chacune des protéines

Rho, Rac et Cdc42 dans le ré-arrangement du cytosquelette d’actine.

Les Rho GTPases sont des protéines de 20 à 30 kDa. Elles sont impliquées dans diverses

fonctions cellulaires. Ce sont des protéines ubiquitaires exprimées chez tous les

eucaryotes de la levure à l’homme. Chez les mammifères, cette sous famille compte plus

de 10 membres (Rho A, B, C, D et E, Rad et 2, Rac E, Cdc42 et TC1O). Comme

membre de la super famille Ras, les Rho-GTPases sont des interrupteurs moléculaires qui

oscillent entre un état actif qui lie le GTP et un état inactif qui lie le GDP.

Jusqu’à récemment, on croyait que les membres de cette famille Rho GTPase étaient

impliqués essentiellement dans la régulation de ré-organisation du cytosquelette en

réponse aux facteurs de croissance extracellulaires.

Néanmoins il a été démontré par d’autres recherches d’autres laboratoires (219-220) que

les GTPases Rho jouent un rôle important dans divers événements cellulaires comme le

trafic cellulaire, le contrôle de la croissance cellulaire, la régulation de la transcription et

le développement et aussi la transformation cellulaire (221-226,).

Comme tous les membres de la super famille des GTPases Ras, l’activité des petites

GTPases est déterminée par le ratio de leur forme liée GDP/GTP dans la cellule. Ce ratio

est régulé par les protéines GEFs (guanine nucleotide exchange factors) qui entament

l’échange GDP/GTP (voir figure 14a) et les GAPs (GTPase-activating proteins) qui

augmentent la vitesse de l’hydrolyse du GTP lié. Les GTPases Rho sont aussi régulées

par les GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) qui peuvent inhiber l’échange du

GDP en GTP et l’Hydrolyse du GTP déjà lié.
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1.15.1 GAPs (GTPase-activating proteins)

Plus de 16 différentes Rho-GAPs (Rho GTPase activating proteins) stimulent l’activité

intrinsèque GPTase des Rho GTPases (22 7-228). Ces protéines ont un seul domaine GAP

en commun et montrent peu de spécificité. La protéine la plus représentative des Rho

GAPs est p5ORho-GAP. Elle possède une activité GAP envers les membres de la famille

Rho (Rho, Rac et Cdc42) (106-1 08,,). D’autres protéines Rho-GAPs ont été par la suite

isolées chez les mammifères comme Ber, Abr et p190-GAP.

1.15.3 GDIs (guanine nucleotïde dissociation inhibitors)

La première protéine GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) identifiée pour les

membres de la famille Rho-GTPase est GDP-Rho-GDI (dissociation inhibitor for the Rho

proteins GDIs).

Cette protéine GDP-Rho-GDI s’associe préférentiellement à Rho-A et à Rho-B mais par

la suite il a été démontré qu’elle est aussi active sur Cdc42 et Rac (106-108,).

1.15.3 GEFs (guanïne nucleotide exchange factors)

Les GEFs (guanine nucleotide exchange factors) appartiennent à la famille des protéines

qui possèdent un domaine Dbl (DH) (Dbl-homology) essentiel à l’activité d’échange

GDP/GTP et un domaine PH (Pleckstrine homolgy) qui est essentiel pour la localisation

cellulaire.

En plus de ces deux domaines, d’autres sont communément retrouvés dans ces molécules

de signalisation comme le domaine SH3 le domaine ZF (Zinc Finger), ce qui suggère que

ces molécules ont des fonctions additionnelles.

La protéine Sos qui est une GEF de la protéine Ras a été démontrée comme se liant à la

molécules adaptatrice GRB2 qui lie le récepteur PDGF (platelet-derived growth factor).

La famille Dbl (106-1 08) comprend 21 membres dont 10 (Lsc, Lfc, Lbc, Dbl, Ost, Dbs,

Vav, Ect, Net 1, et Tim) ont été identifiés sur la base de leur capacité de transformation

des fibroblastes de souris NIH3T3. Deux gènes fgdl et bcr qui codent pour les deux

protéines à domaine DH, Fgdl et Ber, ont été identifiés comme étant associés à des

pathologies chez l’homme. En effet le ré-arrangement chromosomique (X:8) du gène
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fgdl est spécifique du syndrome de Aarskog-Scott, une dyspiasie cranio-faciale liée au

chromosome X (109-111). Cette pathologie étant caractérisée par une déformation des os

du crâne, du visage, des mains et des orteils. La seconde pathologie est due à un ré

arrangement chromosomique réciproque (9:22) ber / abi (break point cluster region I

abelson) ou chromosome philadephia. Ce ré-arrangement chromosomique est présent

dans la majorité des leucémies myéloïdes chroniques et des leucémies lymphoïdes aigus

(LMC et LLA). La fusion de ces deux gènes produit une protéine chimérique de 120 kDa

qui est une tyrosine kinase continuellement active.

Toutes ces pathologies sont liées à des mutations nulles ou à des ré-arrangements

chromosomiques. Les protéines impliquées dans ces pathologies se situent soit en amont

soit en aval des voies de signalisation de Rho/RacICdc42. La majorité des protéines GEFs

ont une capacité transformante importante lorsqu’elles sont sur-exprimées ou bien

lorsqu’elles sont tronquées, raisons pour lesquelles le cycle GDP-GTP de ces protéines

Rho/Rac/Cdc42 est hautement régulé durant la croissance cellulaire.

Les protéines de la famille Vav sont parmi les GEFs les mieux caractérisées aux niveaux

biochimique. fonctionnel et de leur rôle dans la signalisation.
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Figure J 4b. La cascade des GTPases impliquées dans l’organisation du cytosquelette dans les fibroblastes.
Divers stimuli extracellulaires enclenchent l’activation des GTPases Rho, Rac et Cdc42. En réponse à ces stimuli,
les cellules développent respectivement des filopodes, des lamellipodes et des fibres de stress. De plus il apparaît que
CDC42 active Rac qui à son tour va activer Rho. Les GTPases Rho peuvent être activées par différents agonistes.
Les mécanismes d’activation de ces GiPases impliquent les GEFs, GAPs et les GDIs.
Linda Van Aelst & ai, Genes & Dey (1997)11:2295-2322.
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/Figure J 4a. La régulation de l’échange GTP-GDP.
Les GEFs catalysent l’échange du GDP pour
le GTP. Les GAPs stimulent l’activité intrinsèque
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catalysent la dissociation et l’hydrolyse du GTR

Whitehead l.P & al.
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1.16 Les protéines membres de ta famille GEFs

1.16.1 Vav-1, Vav-2 et Vav-3

Vav 1/2/3 sont des GEFs (guanine nucleotide exchange factors) pour les protéines de la

famille des Rho-GTPases qui activent les voies de signalisation menant aux ré

arrangements du cytosquelette d’ actine.

Les protéines de la famille Vav possèdent plusieurs domaines et sont capables d’interagir

avec d’autres protéines qui vont relayer les signaux des récepteurs membranaires à leurs

cibles intracellulaires.

Vav-1 est exprimé exclusivement dans les cellules hématopoïétiques, néanmoins il est à

noter que récemment d’autres isoformes de Vav-2 et Vav-3 ont été isolés et sont

généralement exprimés dans divers tissus.

Vav a été identifié par Katzav et ses collègues en 1989 (114,). Il a été désigné ainsi parce

que il est le sixième gène transformant isolé dans ce laboratoire. vav correspond à la

sixième lettre de l’alphabet hébraïque. La figure 15 nous montre les trois protéines de la

famille Vav et l’organisation de leurs domaines.

1.16.2 Le gène Vav

Vav est un gène de 7 286 004 pb porté par le chromosome 19 au locus 19pl3.2, dont

l’ARNm code pour une protéine de 845 acides aminés. L’onco-protéine Vav-l est

constituée en position N-terminale d’un domaine CH (Calponin Homology), de 115

acides aminés, d’un domaine DH de 174 acides aminés, d’un domaine PH de 103 acides

aminés, d’un domaine Cl de 48 acides aminés et enfin de deux domaines SH3 séparés

par un domaine SH2 en position C-terminale, respectivement de 64, 82, et 56 acides

aminés. L’organisation des domaines respectifs de ces protéines est illustrée à la la figure

15.
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1.17 Les différents domaines de Vav

1.17.1 Le domaine CII

Le domaine CH (Calponin homology) consiste en quatre hélice principales connectées

par des régions en boucles et de deux ou trois courtes hélices (115,). Le domaine CH, est

un module protéique de près de 115 résidus aminés qui est présent dans les protéines du

cytosquelette et des protéines de signalisation. Deux domaines CH en tandem forment

une région de liaison à l’actine-f. Les domaines CH sont subdivisés en 3 types, les types

1 et 2 étant retrouvés en tandem dans les protéines du cytosquelette comme la

dystrophine, spectrine et filamine. Le type 3 est retrouvé dans les protéines qui régulent la

contraction musculaire comme la calponine et aussi dans les protéines de signalisation

comme Vav, Arh-GEf6 et Iq-GAP. Le domaine CH n’interagit pas directement avec

l’actine mais agit comme un domaine de régulation ou bien sert d’échafaudage (scaffold)

dans les interactions protéine-protéine et ainsi permet de moduler l’activité des protéines

formant ces complexes (116-119).

La partie N-terminale de Vav partage 25% d’homologie avec la protéine CDC24 de

Saccharomyces cerevisiae qui participe avec CDC24Sc dans l’organisation du

cytosquelette durant le processus de bourgeonnement (120).

1.17.2 Le domaine DII (Rho-GEF)

Toutes les protéines de la famille Dbl partagent le domaine DH aussi appelé Rho-GEF

(Dbl Homology), d’où leur nom GEFs. Il est localisé du côté C-terminal du domaine CH.

Ce domaine encode l’activité catalytique d’échange de GDP en GTP. Les protéines de

cette famille ont aussi en commun le domaine PH (Pleckstrin Homology). Il est

invariablement localisé en position C-terminale du domaine DH/Rho-GEF. Cette position

invariable suggère une fonction interdépendante entre ces deux structures. Les données

biochimiques ont établi que le rôle de ce domaine dans l’activation et les interactions était

très conservé dans les protéines GEFs et qu’il est aussi impliqué dans l’oligomérisation.

L’homologie entre le domaine PH de Vav et celui des autres protéines qui possèdent un
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domaine GRF (guanine nucleotide releasing factor) dont l’activité est dirigée vers les

produits de la famille du gène Ras, indique que Vav est plus orienté vers les protéines de

la famille Rho-GTPases (Rho, Rac et Cdc42) que vers celles de Ras-GTPases.

Néanmoins, dans les cellules T, le domaine DH/Rho-GEF de Vav médie l’activité de Ras,

en réponse à la stimulation de TCRICD3 couplé aux tyrosines kinases de la famille Src.

La même activité d’échange GDP-GTP pour Ras est aussi retrouvée dans les cellules B

lorsque le récepteur IgM de surface est activé (12]).

Le domaine DH/Rho-GEF est formé d’un entassement d’hélices alpha. Cet entassement

est essentiellement composé de trois régions conservées CR1, CR2 et CR3 et chacune

forme une hélice alpha séparément jusqu’à ce qu’elles se tassent. C’est au niveau de la

région 1 et 3 qu’ont lieu les changements de liaison au GDP coordonnés par les ions

Mg2 et la boucle P qui lie le phosphate du GDP en N-Terminal et stabilise la liaison au

GTP (122).

1.17.3 Le domaine PH

Le domaine PH (Pleckstrin Homology) est un module de 120 acides aminés qu’on

retrouve dans une grande variété de protéines de signalisation chez les eucaryotes. Le

domaine PH se lie spécifiquement aux phosphoinositides comme phosphoinositol (PI)

4,5-bisphosphate, PI-3,4-P2 ou bien au PI-3,4,5-P3. La liaison aux phosphoinositides

permet aux protéines avec un domaine PH de répondre aux messagers lipidiques et de se

re-localiser à la membrane plasmique. Il a été aussi rapporté que la partie C-terminale du

domaine PH de certaines protéines permet de lier les sous unités bêtallambda des

protéines G hétéro-trimèriques. On le trouve dans les protéines du cytosquelette comme

la dynamine, dans les sérine/thréonine kinases comme Akt, dans les protéines GEF S

comme Sos, Vav, Dbl, ainsi que dans bien d’autres protéines (123-126,).

1.17.4 La particularité de la partie C-terminale de Vav

La particularité de Vav est sa partie C-terminale. Celle-ci possède deux domaines 5H3

séparés par un domaine SH2 (Cassette). En effet, il n’est pas habituel de trouver dans les
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protéines de signalisation à multi-domaines une pareilte organisation. Le plus souvent on

trouve des protéines avec un domaine SH2 suivi d’un domaine SH3 comme dans Grb3 et

dans les protéines Grb/Grap. La seule protéine connue pour interagir avec ce domaine

SH3 en N-terminale (N-SH3) est Grb2 (127). Le domaine SH3 en position C-terminale

(C-SI-13) interagit quant à lui avec beaucoup de protéines comme Grb3, Ku-70, hnRNP,

Zyxine et bien d’autres protéines (]28-]29).

Vav aussi possède une région riche en prolines dans le domaine SH3 en position N

terminale, ce qui a suggéré au préalable que Vav liait Grb2 par la dimérisation des

domaines SH3 des deux protéines. Toutefois, une autre étude a démontré que

l’interaction était plutôt médiée par le domaine SH3 en C-terminale de Grb2 avec ta

région riche en proline de Vav dans le domaine SH3 en position N-terminale (130-131).

Ceci a permis d’expliquer l’ambiguïté de l’interaction entre Vav et Grb2, qui en premier

lieu supposait une dimèrisation entre les deux protéines par les domaines SH3. En réalité,

c’est la séquence riche en proline contenue dans le domaine SH3 en position N-terminale

de Vav qui interagissait avec le domaine SH3 situé en position C-terminale de Grb2. La

figure 16 nous résume le rôle qtie joue les différents domaines de Vav-1 dans la

signalisation cellulaire.
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1.1$ La réu1ation de l’activité de VAV

La propriété fonctiornelle distinctive des membres de la famille VAV est le fait que leur

activité enzymatique soit déclenchée par la phosphorylation de la tyrosine en position

Y174 (218).

Il a été rapporté que la régulation de l’activité de Vav-1 était modulée par des seconds

messagers dérivés de l’activité enzymatique de PI-3K (phosphatidylinositol 3-kinase).

Cette activité est partagée par un petit nombre de protéines comme Sos et Arf de la

famille des GEFs, (132-133).

1.18.1 Les éléments en amont de la voie de signalisation de Vav-1

On retrouve parmi les molécules qui participent à l’activation de VaV-l durant la

signalisation, entre autres, les récepteurs TCR et IgM des cellules T et B du système

immunitaire, les récepteurs des facteurs de croissance EGF-R, PDGF-R, les protéines

tyrosines kinases (PTK) et les adaptateurs moléculaires comme Grb2 dont la fonction est

de permettre l’interaction de Vav-1 avec les protéines kinases (134-136).

Il a aussi été mis en évidence que les protéines kinases de la famille $rc (Lck, fyn et

Hck) induisent la phosphorylation de Vav-Ï et ainsi enclenchent l’activité d’échange

GDP-GTP de Vav-l et des deux autres membres Vav-2 et Vav-3 (13 7-139).

En dépit de la formation de complexes avec les protéines kinases citées plus haut, il

apparaît que Vav-l nécessite des adaptateurs moléculaires pour lui faciliter l’accessibilité

à ces protéines kinases. Ces adaptateurs seraient entre autres capables de se lier aux

domaines SH2 et SH3 de Vav-l.

1.18.2 Les régulateurs négatifs de Vav-1

Certaines molécules comme les tyrosines phosphatases SHP connue aussi comme

(PTP1C, HCP, et $HPTPÏ) semblent jouer un rôle de régulateur de Vav-1. Cbl-b, un

partenaire de Vav-l qui interagit avec lui via les domaines SH3, SH2, SH3 joue
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également un rôle direct dans la régulation négative de Vav-1 (140). Il est à noter que la

protéine Cbl-b est exprimée de façon ubiquitaire (141.

1.18.3 Les éléments en aval de la signalisation exercée par Vav-1

Les réponses biologiques induites par Vav-l sont classées en trois catégories

interdépendantes la stimulation des effecteurs de Rho et Rac, entre autres JNK, p21-

activated kinase (PAK) et PI-4-P5-kinase (PIP5-K) (142-149), l’activation des facteurs de

transcription et l’induction du ré-arrangement du cytosquelette. Vav-1 active INK une

sérine-thréonine kinase impliquée dans la phosphorylation de plusieurs facteurs de

transcriptions comme c-Jun et ATF2 (150-15]). Les PAKs sont aussi des sérines

thréonines kinases apparemment liées au réarrangement du cytosquelette (151) et

contribuent à l’activation de la voie de Ras via la stimulation de Raf ou bien de

MAPK!ERK (152). Il a été montré que les changements morphologiques dans les cellules

de mammifères étaient associés au ré-arrangement de l’actine-f induite par les membres

de la famille VAV. Les protéines Vav induisent des changements dans les cellules

NIH3T3 identiques à ceux induits par Rho/Rac, incluant l’expansion des lamellipodes et

la contraction de l’anneau d’actomyosine. Ces changements sont la conséquence directe

de l’activation de Rho/Rac par les protéines Vav. (153, 154). Vav-l a également été

identifié comme un partenaire spécifique de la protéine Nef du virus HIV-1. La co

expression et la liaison de ces deux partenaires entament de très importants changements

morphologiques, des ré-arrangements du cytosquelette qui vont aboutir à l’élévation de la

transcription et de la réplication virale.

Nef cible directement la membrane cytoplasmique avec sa partie N-terminale myristylée

et la séquence de son motif PxxP se lie au domaine SH3 en position C-terminale de Vav

1. Cette liaison va enclencher l’activité GEF de Vav-1 qui va conduire à l’accumulation

de Cdc42-GTP et Rac-GTP activés, qui à leur tour vont activer NAK (NF-kappaB

activating kinase) qui va cibler toute une série d’événements en aval incluant le ré

arrangement du cytosquelette et l’activation de JNK. Ces événements vont créer un

changement dans l’environnement cellulaire et vont aboutir à l’augmentation de la

réplication virale. Dans les cellules T, l’activation de la cascade INK va permettre
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l’accroissement de la transcription initiée au LTR (long terminal repeat) de HIV-l (155,).

La figure 17 illustre la cascades des interactions après l’activation du récepteur des

cellules T et les différentes voies de signalisation impliquant la protéine Vav-1 et les

réponses engendrées.
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CHAPITRE 2: Matériels et Méthodes

2.1 Étude des interactions de SH3APÎ chez la levure

2.1.1 Le système du double hybride chez la Levure

Le système double hybride permet d’identifier les interactions protéines-protéines in vivo

par reconstitution d’un activateur de l’activité transcriptionnelle. La méthode est basée sur

les propriétés de la protéine GAL4, un activateur transcriptionnel trouvé chez la levure

Saccharomyces cerevisiae, qui consiste en la séparation du domaine responsable de la

liaison à l’ADN et du domaine comportant l’activité transcriptionnelle (156-160).

Les plasmides contenant les séquences codantes pour deux protéines hybrides, une

représentant le domaine de GAL4 liant l’ADN fusionné à la protéine X, et l’autre

représentant le domaine de GAL4 activateur de la transcription fusionné à la protéine Y,

sont construits et introduits à l’intérieur de la levure. L’interaction entre les deux protéines

X et Y conduit à la reconstitution d’une protéine GAL4 fonctionnelle et conduit à

l’activation de la transcription du gène rapporteur HIS3 contenant un site de liaison à

GAL4. La protéine associée au domaine de liaison à l’ADN est appelée “appât”. L’appât

est généralement une protéine dont on recherche les partenaires cellulaires. La protéine

associée au domaine activateur de la transcription est appelée “proie”. La proie est le plus

souvent inconnue. Chaque élément d’une banque issue d’un type cellulaire donné, est

couplé au gène du domaine N-terminal de GAL4 pour l’identification des proies. Le gène

rapporteur le plus utilisé est le gène lacZ qui code pour une enzyme, la f3-galactosidase.

L’expression de lacZ peut être mesurée par un test colorimétrique, le test de

l’Œ—complémentation, basé sur l’activité de la f3-galactosidase. La figure 18 illustre le

principe de la teclmique du double hybride.
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2.1.2 Avantages de la technique double hybride

Cette méthode permet de déceler des interactions in vivo, même celles de faible affinité.

2.1.3 Inconvénients de la technique double hybride

Cette méthode donne de nombreux faux positifs, ce qui peut par conséquent conduire à

des pistes de recherche erronées. De plus, elle est difficilement réalisable en ce qui

concerne les protéines membranaires. Dans un grand nombre de cas, cette technique

nécessite de tronquer l’appât car dans la grande majorité des cas, la protéine complète ne

fonctionne pas. Par conséquent, l’utilisation d’une protéine tronquée nous éloigne dans

certains cas des conditions physiologiques et introduit un biais dans la sélection et

l’identification de certains partenaires d’ interaction.

2.1.4 Applications du système du double hybride

Il permet de mettre en évidence les interactions protéines-protéines, d’identifier les

mutations qui affectent les liaisons, d’identifier les domaines de la protéine impliqués

dans la liaison et d’identifier de nouveaux partenaires. Les interactions identifiées par

cette technique doivent par la suite être confirmées par d’autres méthodes biochimiques

in vivo telles que les techniques de co-immunoprécipitation et de GST putÏ-down. Donc

on ne doit pas s’appuyer sur une seule méthode.



Appât

I
DL

Promoteur Gène rapporteur (His3 ou LacZ)

Figure 78. Représentation schématique du système du double hybride chez la levure
(système MATCHMAKER GAL4 DE cL0NTEcH). L’appât est cloné dans un vecteur qui contient le domaine
de liaison à l’ADN du gène GAL4, tandis que les clones de la librairie à cribler sont clonés dans
le vecteur contenant le domaine d’activation du même gène. Lors d’une interaction physique
entre l’appât et la proie (un des clones de la librairie), les deux domaines du gène GAL4 sont
réunis et la transcription du gène rapporteur His3 et LacZ pourra se faire. Domaine d’activation (DA),
Domaine de liaison à l’ADN(DL).
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2.2 La méthode de sélection des clones positifs

La première sélection est basée sur l’auxotrophie de la souche L4OŒ pour au moins un de

ces nutriments Histidine, Leucine ou Tryptophane (His, Leu, Trp). Ainsi le plasmide

contenant notre protéine d’intérêt contient aussi un gène qui code pour l’acide aminé

tryptophane (Tip). La lignée L4OŒ transformée par le plasmide pBTMY6 + Src + appât

est ensemencée sur un milieu minimal dépourvu de tryptophane. Sur ce milieu solide

minimal ne poussent que les levures ayant incorporé le plasmide. Les fragments d’ADNc

sont clonés dans le plasmide pACT2 contenant le gène qui code pour la leucine (Leu).

Les levures sélectionnées une premières fois contenant le plasmide pBTM116 + Src +

l’appât sont transformées une seconde fois avec le plasmide pACT2 + la proie (clones de

cDNA de la librairie). Ces levures sont ensemencées sur un milieu dépourvu de Trp et de

Leu (sélection double). Sur ce milieu ne poussent que les levures contenant l’appât qui

ont incorporé le plasmide contenant la proie (Figure 19). Les clones ainsi récupérés sont

par la suite ensemencés sur un milieu ne contenant pas d’histidine (His). Si l’interaction

entre l’appât et la proie a lieu, les domaines de liaison et d’activation sont assemblés, ce

qui entraîne l’activation de la transcription du gène His3; c’est la sélection triple. Les

clones qui poussent sur le milieu dépourvu de Trp, Leu et His sont les clones positifs

encodant des candidats potentiels.



Milieu minimal
SD-Trp

Figure 19, La transformation séquentielle des levures. Les plasnides contenant l’appât et la proie sont introduits dans les levures séquentiellernent
après avoir perniéabilisé la parois cytoplasniique. Une fois la trasforniation terninée, les cellules contenant les deux plasniides sont
séléctionnées sur nilieu minimal ne contenant ni tryptophane ni leucine ni Histidine. Seulement les levures qui ont incorporé les deux plasmides
avec les deux gènes Irp et Leu sont capables de pousser sur ce milieu séléctif. La sélection triple se fait sur un milieu dépourvu des acides
aminés Irp, Leu et His.

Milieu minimal
SD-Trp

Proie

Milieu sélectif minimal Milieu sélectif minimal Milieu sélectif minimal
SD-Trp, -Leu, -His SD-Trp, -Leu, -His SD-Trp, -Leu, -His
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2.3 C1onae de l’appât utilisé

La partie C-terminale de la forme longue de SH3AP1 contenant les acides aminés 627 à

737 (sans la séquence consensus YLV) a été clonée aux sites de restriction EcoRI et

BamHI du vecteur pBTM1Y6-Src. Elle a été fusionnée à la partie C-terminale du domaine

de liaison à l’ADN de l’activateur bactérien LexA. Le vecteur pBTM1 16-Src contient un

mutant de la kinase c-Src afin de permettre la phosphorylation des résidus tyrosines des

protéines chez la levure (161).

La banque de proies a déjà été générée par clontech dans le vecteur pACT2, voir le

manuel technique pour plus de détails au site web de la compagnie Clontech à l’adresse

qui suit t (http ://www.bdbiosciences .com/clontechltechinfo/manuals/PDF/PT3247- 1 .pdf.

La figure 20 représente la région C-terminale de $H3APÏ utilisée comme appât dans le

système du double hybride.
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2.4 Transformation séquentielle des ]evures

Des levures de la souche L40Œ d’abord ont été transformées à petite échelle avec un

vecteur contenant l’appât selon le protocole du système MATCHMAKER GAL4 de la

compagnie Clontech. Des cellules compétentes de levure ont été préparées à partir d’un

stock de levures de la souche L-40a (souche sauvage).

Une pré-culture de 16 h qui a d’abord été obtenue à partir d’une colonie de levure dans

un volume de 50 mL de milieu YPD (Difco) (20g/L de Difco peptone, 10 g/L d’extrait de

levures) est incubée à 30°C avec une agitation de 250 rpm. La culture a ensuite été diluée

afin d’obtenir une DO600 (densité optique à 600 nanomètres) de 0.2 à 0.3 dans 300 mL de

YPD et cette nouvelle culture a été placée à 30°C avec une agitation de 230 rpm jusqu’à

l’obtention d’une DO600 de 0.4 à 0.6, soit api-ès environ 3 heures d’incubation. Après une

centrifugation des cellules à 1 000 x g pendant 15 minutes à la température de la pièce,

trois lavages un de 300 mL, un de 100 mL et un de 50 mL ont été effectués avec de l’eau

stérile avec une centrifugation de 5 à 15 minutes à 1 000 x g entre chaque lavage. Un

dernier lavage a finalement été effectué en utilisant 10 mL d’une solution de TE/LiAc

iX. Les cellules compétentes de levures ont enfin été re-suspendues dans un volume de

1.5 mL de TE/LiAc iX. Un volume de 100 tL (1x106) de cellules compétentes de

levures a été incubé pendant 30 minutes à 30°C avec une agitation de 200 rpm avec 0.1

jig d’ADN provenant du vecteur contenant l’appât SH3AP1, 0.1 mg d’ADN de sperme

de saumon préalablement dénaturé 5 minutes à 95°C et 600 jiL d’une solution de

PEG/LiAc iX. Le PEG (polyéthylène glycol) est utilisé afin de protéger les cellules des

effets nuisibles de la forte concentration de lithium acétate. Celles-ci ont ensuite été

traitées avec 70 pi de DM$O, afin d’obtenir une meilleure efficacité de transformation

des levures, puis placées dans un bain à 42°C pendant 15 minutes et finalement sur la

glace pendant 1 à 2 minutes pour produire un choc thermique. Après une brève

centrifugation, les cellules ont été re-suspendues dans 500 tL de tampon TE iX, puis un

volume de 100 L a finalement été étalé sur un milieu solide SD minimal ne contenant

pas de tryptophane (20 g/L de Difco peptone, 10 g/L d’extrait de levures et 20 g/L et 20

g/l d’Agar) et ne contenant pas de Trp (tryptophane).
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Une transformation à grande échelle a été réalisée par la suite, toujours selon le même

protocole, afin d’introduire la banque d’ADNc désirée dans la souche de levure contenant

déjà l’appât. La banque d’ADNc de cellules de poumons humains (Clontech) et d’ADNc

de glandes mammaires (Clontech) contenaient respectivement 3.Ox 106 de clones

indépendants. Après préparation des cellules compétentes de levure dans du milieu SD

trp dans le but de maintenir la sélection pour les levures précédemment transformées avec

le vecteur contenant l’appât, un volume de 1 mL de ces cellules a été incubé pendant 30

minutes à 30°C avec une agitation de 200 rpm avec 50 jig de plasmide de la banque

d’ADNc choisie, 2 mg d’ADN de sperme de saumon préalablement dénaturé 5 minutes à

95°C et 6 mL d’une solution de PEG/LiAc iX. Les cellules ont ensuite été traitées avec

700 tL de DMSO, puis placées dans un bain à 42°C pendant 15 minutes et finalement

déposées sur la glace pendant 1 à 2 minutes. Après une brève centrifugation, elles ont été

re-suspendues dans 10 mL de tampon TE iX. Un volume de 200 jiL a été étalé sur 50

boîtes SD-trp-leu-his+3-AT (5mM, 3mM, 2mM et lrnM) (Sigma #A-$056) de l5mm de

diamètre. La sélection sur milieu nutritionnel permet de vérifier l’expression de l’un des

gènes rapporteurs de ce système: le gène H153. Le 3-amino-l,2,4-triazole est un

inhibiteur compétitif de la protéine de levure HIS3 et est utilisé pour supprimer les clones

qui expriment ce gène rapporteur à un faible niveau afin de réduire la croissance de faux

positifs sur un milieu déficient en histidine. Des contrôles d’efficacité de la

transformation ont également été préparés en étalant un volume de 100 iL de dilutions

1OE1, 1OE2 et i0 de la transformation sur des boîtes SD-trp-leu.

2.4.1 Calcul de l’efficacité de la transformation

L’efficacité de la transformation à grande échelle a été calculée d’après la formule

suivante (protocole Clontech):

Nombre de colonies x volume total de la suspension (viL)

= cfu/ig ADN

Volume étalé (tL) x facteur de dilution x quantité d’ADN utilisée (fig)
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En multipliant le résultat obtenu par la quantité de plasmide de la banque d’ADNc

utilisée, on trouve le nombre approximatif de clones de la banque d’ADNc qui ont été

criblés: cfu/ig X quantité de plasmide utilisée (jig) = nombre de clones criblés.

Ce calcul est très important, car on doit s’assurer d’avoir fait le tour de la banque

d’ADNc au moins une fois, et même idéalement deux à trois fois, pour ne pas passer à

côté de certaines interactions. Chaque banque d’ADNc est différente, mais elles

contiennent généralement environs 3.5 millions de clones indépendants.

2.4.2 Test de la f3-galactosidase

Le test de la -galactosidase sur filtre permet d’écarter les faux positifs et de vérifier

l’expression du deuxième gène rapporteur présent dans ce système, le gène LacZ, dont

Pexpression conduit à la production de 3-galactosidase (162). Ce test est particulièrement

efficace pour cribler un grand nombre de colonies ayant survécu à la sélection

auxotrophique HIS3. Les colonies de levure qui ont poussé sur milieu nutritionnel sélectif

et qui exprimaient par conséquent le gène rapporteur histidine, ont été repiquées sur une

boîte contenant le même milieu (SD-trp-leu-his+3-AT). Un filtre est ensuite placé sur la

boîte, puis décollé et trempé deux fois dans l’azote liquide, pendant 10 secondes pour un

filtre de 10 mm de diamètre et 30 secondes pour un filtre de 15 mm, avec une pause

suffisante pour qu’il dégèle entre les deux. Ces deux cycles de gel/dégel permettent de

briser la paroi des levures afin de pouvoir déterminer l’activité -galactosidase (164). Le

filtre est ensuite posé à l’endroit, dans un pétri qui contient un autre filtre imbibé d’une

solution composée de 0.27% de -mercaptoéthanol et de 1.67% d’une solution de X-Gal

dans du tampon Z (100 mM Na2HPO4•7H20, 40 mM NaH2PO4•H20, 10 mM KC1, 1 mM

MgSO4.7H20). Le pétri est finalement incubé à 37°C. Les colonies positives sont celles

qui deviennent bleues au contact de la solution après une période d’incubation variable

allant de 20 minutes à 1 heure.
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2.5 Séguençage et identification des clones positifs

Les clones qui sont encore positifs après le test de la f3-galactosidase sont sélectionnés

pour le séquençage. L’ADN est d’abord extrait à partir d’une culture de 16 heures

obtenue en inoculant environ 3 mL de SD-leu, toujours pour maintenir la sélection pour

le plasmide de la protéine isolée dans la banque d’ADNc, avec une colonie de levure et

en agitant à 250 rprn à 30°C. Les levures sont centrifugées 5 minutes à 1 000 x g et

l’ADN plasmidique est ensuite extrait en ajoutant 20 iL de lyticase à 5 unités/rnL

(Sigma) au liquide résiduel (protocole Clontech). Cet ADN est ensuite purifié en

effectuant 2 extractions: l’une à l’aide d’une solution de phénol/chloroforme/alcool

isoamylique 25:24:1 et l’autre avec une solution chloroforme/alcool isoamylique 24:1,

effectuées volume à volume, selon des protocoles standards (164). L’ADN est par la suite

précipité dans 2.5 volumes d’éthanol 100% et 0.5 volume d’acétate d’ammonium 7.5M,

selon des protocoles standards, puis enfin resuspendu dans 20 pL d’eau.

L’ADN plasmidique extrait des levures est par la suite transformé par électroporation

dans la souche de bactéries électrocompétentes HB1OÏ-leu (]65) en utilisant de 1 à 3 iL

d’ADN et 40 iL de bactéries, dans des cuvettes de 1 mm prévues à cet effet, et en

ajustant la résistance de l’électroporateur (BioRad) à 2000, la capacitance à 25 tF et le

voltage à 25kV, selon les protocoles standards (166). Un volume de 960 pL de milieu

SOC (900rn1 d’H2O distillée, 20g de Bacto Tryptone, 5g Extraits de levures Bacto, 2m1

de 5M NaCl, 2.5rnl de 1M KC1, lOml de 1M MgC12, lOrnl de 1M MgSO4, 20m1 de 1M

glucose, ajuster le volume final à iL d’eau distillée, stériliser par autoclavage) est ensuite

ajouté aux cellules et à l’ADN après leur électroporation, puis le tout est incubé pendant 1

heure à 37°C avec une agitation d’environ 230 rpm. Après centrifugation, le culot de

bactéries est d’abord re-suspendu dans un volume de 100 tL d’eau puis étalé sur milieu

minimal M9—leu contenant 100ig/rnl d’ampicilline (Stock de 50-100 rng/mL H2O). Le

milieu M9 a été préparé avec 30 g/L de Na2HPO4, 15 g de KH2PO4, 5 g de NH4C1, 2.5 g

de NaC1 et 900 ml d’H2O. Après autoclavage, 1 ml d’une solution à 1M de MgSO4, 10 ml

d’une solution de Glucose à 20%, 0.1 ml d’une solution de Thiamine de 0.5% sont

ajoutés.
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Après 36 à 48 heures de croissance, les colonies sont utilisées directement pour une

amplification de l’insert dans le vecteur pACT2 par PCR (Polymerase Chain Reaction), à

l’aide de l’enzyme Taq polyrnérase (Arnersham Pharmacia). Pendant la réaction, les

échantillons sont soumis à une température de 94°C pendant 5 minutes pour commencer

à dénaturer l’ADN à amplifier, puis 30 cycles sont effectués selon les conditions

suivantes: 30 secondes de dénaturation à 94°C, 30 secondes d’hybridation à 55°C ou

68°C, selon la paire d’oligonucléotides utilisée et finalement, 2 minutes d’élongation à

72°C.

Une période supplémentaire de 7 minutes d’élongation à 72°C est ajoutée à la fin des

cycles afin d’aider à terminer l’élongation des produits de PRC amorcée durant le dernier

cycle. Les amorces utilisées pour générer un fragment d’approximativement 1 Kpb

(GAD2F: 5’CATTTCGATGATGAAGATACCCCACCA-3’ et M3R2 : 3’-CCCCAAAA

AGTCATAGATGCTA-5’).

Les produits de PCR sont ensuite chargés sur un gel d’agarose à 1% afin de vérifier qu’il

y a bien eu amplification des fragments désirés. Puis, ceux-ci sont purifiés à l’aide de la

trousse GENECLEAN (BiolOl) selon le protocole du manufacturier. Une réaction de

séquence est ensuite effectuée en utilisant l’oligonucléotide 5’ approprié de même que le

mélange pour séquençage ABI PRI$M dRhodamine terminator cycle sequencing ready

reaction kit (Perkin-Elmer) ou bien par Big Dye tenninator version 3.1 de AppÏied

Biosystems. La réaction est amorcée par une dénaturation préliminaire de l’ADN de 30

secondes à 95°C, suivie de 30 cycles composés de 10 secondes de dénaturation à 96°C, 5

secondes d’hybridation à 50°C et 4 minutes d’élongation à 60°C pour ABI FRISM

dRhodamine Terminator. Les produits de séquence sont ensuite purifiés à l’aide de

colonnes Centri-Step (Princeton Separations) selon le protocole du manufacturier. Les

séquences sont lues par un séquenceur ABI PRISM 377 puis finalement alignées avec

celles contenues dans les banques de données à l’aide du programme BLAST sur le site

web de NCBI dans le but d’identifier les clones obtenus.
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2.6 Confirmation des interactions dans la levure

Les clones analysés comme contenant des séquences codantes avec un cadre de lecture

ouvert sont sélectionnées pour être analysées. L’ADN plasmidique de ces clones est

extrait à l’eau bouillante selon les protocoles standards (166). Des levures L4OŒ sont co

transformées à petite échelle avec cet ADN plasmidique et avec le plasmide contenant

l’appât. Cette expérience nous permet de confli-mer dans la levure l’interaction positive

trouvée précédemment lors du criblage de la librairie d’ADNc. Des contrôles sont

ajoutés. Des levures sont transformées seuLement avec l’appât et sans la proie et vis-

versa. Les transformations sont effectuées selon les protocoles standards de Clontech,

puis sont étalées sur des milieux solides de SD-Trp, SD-Trp,-Leu et SD-Trp,-Leu,-His.

Un test de la -galactosidase est effectué sur les colonies ayant poussées sur les trois

milieux afin de confirmer dans la levure l’interaction entre l’appât et le clone positif

(proie), repêché précédemment, et aussi afin de confirmer que l’appât seul et la proie

seule n’activent pas l’expression du gène rapporteur Lac Z (auto-activation).

2.7 Confirmation dans les cellules de mammifères des interactions déjà

identifiées chez la levure

2.7.1 Clonage des protéines candidates dans un vecteur d’expression avec un tag

moléculaire pour les cellules de mammifère

Le clone sélectionné pour la confirmation de son interaction avec $H3APY dans les

cellules de mammifère a d’abord été amplifié par une réaction de PCR en utilisant

l’oligonucléotide 5’ GAD2F qui avait antérieurement servi à son amplification et qui

contient un site restriction pour l’enzyme Sali. Un oligonucléotide 3’ spécifique a été

conçu pour chaque clone afin d’insérer un site de restriction pour l’enzyme Xhol à la fin

de la protéine. L’amplification a été réalisée en utilisant ces oligonucléotides de même

que l’enzyme High Fidelity Expand (Roche Diagnostics) et de l’ADN correspondant aux

clones désirés obtenus lors de la rniniprep de bactéries. Les mêmes cycles décrits

précédemment ont été utilisés avec l’étape d’hybridation à 55°C. Les produits de PCR

ont été purifiés par GENECLEAN selon le protocole du manufacturier (BiolOl). Par la
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suite, ces produits de PCR ont été digérés avec les enzymes de restriction Sali et Xhol

selon les conditions suivantes: 2 tL de Sali (NEB, 10 000 unités/tL), 1 tL de Xhol

(NEB, 20 000 unités/pL), 5 jiL de tampon 3 (NEB), 2 tL de BSA (NEB), 27 tL d’ADN

et 13 pL d’eau. La réaction a été incubée pendant 2 heures à 37°C. Les fragments

correspondant à la bande désirée sur un gel préparatif d’agarose de 1% ont ensuite été

extraits de ce gel puis purifiés à l’aide de la trousse GENECLEAN (BiolOl).

Une réaction de ligation a ensuite été réalisée en utilisant 0.5 tL de tampon ligase, 0.5 tL

de T4 DNA ligase, 2 tL d’insert, 0.5 tL de vecteur pACTAG2-HA et 1.5 tL d’eau.

Cette réaction a été incubée 1 heure à la température de la pièce pour ensuite être

transformée dans des bactéries DH5a compétentes. Un volume de 5 jiL de la réaction de

ligafion a été incubé avec 50 jiL de bactéries compétentes sur de la glace pendant 30

minutes. Un choc thermique a ensuite été effectué en incubant l’ADN et les bactéries

pendant 45 secondes dans un bain à 42°C puis en les remettant sur de la glace pendant 1 à

2 minutes avant de les placer à 37°C pendant une heure avec une agitation de 230 rpm.

Les bactéries ainsi transformées ont finalement été étalées sur milieu LB+ampicilline

(50-100 ig/mL).

2.7.2 Co-transfectîon des cellules 293A

Des cellules de mammifère de la lignée 293A (lignée de cellules embryonnaires de rein

humain) ont été transfectées à l’aide du système lipofectamine PLUS (Life Technologies)

selon le protocole du manufacturier. Les co-transfections ont été réalisées en utilisant

l’ADNc de SH3AP1 cloné dans le vecteur pCDNA3-fLAG et chacune des constructions

de la protéine candidate dans le vecteur pACTAG2-HA. Les vecteurs pCDNA3-FLAG et

pACTAG2-HA vides ont également été utilisés avec, respectivement, chacune des

protéines candidates et SH3APÏ en guise de contrôle négatif pour les expériences de co

immunoprécipitation. Les cellules ont été transfectées dans des pétris de 100 mm en

utilisant une quantité totale d’environ 4 tg d’ADN comprenant deux constructions ainsi

qu’un vecteur contrôle qui exprime la protéine GfP afin de pouvoir évaluer l’efficacité

de la transfection. Nous avons fait le choix d’utiliser les lignées cellulaires 293A car elles

avaient un niveau d’expression de SH3APY moyen (figure 9) et l’expression de Vav-1
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n’a pas été testée mais nous avons tenu compte de la littérature qui spécifiait clairement

que Vav-1 n’était exprimé que dans les cellules hématopoïétiques, ce qui nous permettait

d’éviter toute interférence avec l’expression de Vav-1 endogène.

2.7.3 Lyse des cellules et co- immunoprécipitations

Les cellules ont été lysées environ 4$ heures après la transfection afin de réaliser des

immunoprécipitations à partir des extraits cellulaires totaux selon les protocoles standards

(166). Les cellules ont été lavées deux fois avec une solution de PBS et incubées 30

minutes sur glace avec 900 tL de tampon de lyse (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl,

0.6% NP-40) auquel un cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (Roche

Diagnostics) a été ajouté. Par la suite, les cellules ont été transférées dans un tube sur la

glace, à l’aide d’un grattoir à cellules, puis centrifugées à 15000 rprn pendant 10 minutes

à 4°C. Une fraction du surnageant a été conservée comme échantillon de lysat cellulaire

total et le reste de celui-ci a été partagé afin de réaliser trois immunoprécipitations: la

première avec l’anticorps monoclonal de souris anti-FLAG M5 (Sigma) utilisé à une

concentration finale de 10 ig/rnL, la seconde avec un anticorps monoclonal de rat anti-

HA 3F10 (Roche Diagnostics) utilisé à une concentration finale de 1 tg/mL et la dernière

avec un anticorps monoclonal de souris pur anti-IgG à une concentration finale de 2

jig/mL comme contrôle négatif. Ces réactions ont été incubées à 4°C pendant 3 heures

sur une plaque rotatrice. Par la suite, un volume de 45 tL de billes de protéine G

SépharoseTM (Amersharn BioScience) à une concentration de 50% en suspension dans

une solution de PBS a été ajouté aux réactions avant de les incuber une heure de plus sur

la plaque rotatrice à 4°C. Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 4°C pendant $

secondes à une vitesse de 1000 rpm afin de précipiter les billes de protéine G sépharose

puis celles-ci ont été resuspendues dans 1 mL de tampon de lavage constitué d’un

mélange 1:1 du tampon de lyse et de tampon NET-gel (50 mM Tris-Hcl pH 8, 150 mM

NaCÏ, 0.1% NP-40, lmM EDTA pH 8, 0.25% gélatine, 0.02% azide de sodium). Deux

autres lavages ont ainsi été effectués et les billes ont finalement été resuspendues dans 20

tL de tampon de charge pour gels de protéines SDS 2X. Un volume de 30 iL du même

tampon a aussi été ajouté aux échantillons de lysats cellulaires totaux.
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2.7.4 SDS-PAGE et Immunobuvardages Western

Après les immunoprécipitations et les lavages, les échantillons ont été mis sur gel SDS

PAGE de 10 % pour ensuite transférer les protéines sur des membranes de nitrocellulose,

afin de pouvoir réaliser des immunobuvardages selon des protocoles standards (166).

Tous les échantillons ont d’abord été placés pendant 5 minutes dans un bain de sable à

105°C, afin de dénaturer les protéines et de les décrocher des billes de protéine G

sépharose, puis mis sur la glace pendant 2 à 3 minutes avant d’être centrifugés à 4°C

pendant $ secondes à une vitesse de 1000 rpm. Un volume de 10 tL des échantillons

immunoprécipités et de 15 L des échantillons de lysat cellulaire total ont ensuite été

chargés sur un gel 10%. Après leur migration sur gel, les protéines ont été transférées sur

des membranes de nitrocellulose (HybondTM ECLTM AmershamBioScience) pendant une

heure à 100V (ou toute la nuit à 30V). Ces membranes ont été incubées par la suite dans

une solution de lait 5% dans un tampon de PBS-Tween 20 (0.1%) sur une plaque

agitatrice pendant une heure à température ambiante (ou encore toute la nuit à 4°C) afin

de bloquer les sites de liaison des protéines non spécifiques sur la membrane.

Des immunobuvardages ont ensuite été réalisés en ajoutant à l’une des membranes un

anticorps primaire anti-FLAG M5 monoclonal de souris (Sigma) à une concentration

finale de 0.5 .ig/mL, puis à l’autre membrane un anticorps anti-HA 12CA5, produit à

partir de surnageant d’hybridome de souris, dilué cinq fois dans une solution de lait 5%

dans du PBS-Tween 20 (0.1%). Les deux membranes ont été incubées sur une plaque

agitatrice pendant 2 heures à température ambiante (ou encore toute la nuit à 4°C).

Celles-ci ont ensuite été lavées une fois 15 minutes et trois fois 5 minutes dans une

solution de PBS-Tween 20 (0.1%) sur une plaque agitatrice à température de la pièce,

puis incubées avec un anticorps secondaire anti - souris-HRP (Roche Diagnostics) à une

concentration finale de 0.4 mg/mL dans une solution de lait 5% dans du PBS-Tween 20

pendant une heure à température ambiante sur une plaque agitatrice. Les membranes ont

par la suite encore été lavées une fois 15 minutes et trois fois 5 minutes dans une solution

de PBS-Tween 20 (0.1%) sur une plaque agitatrice à température de la pièce.

Ces dernières ont finalement été incubées une minute à température de la pièce, sur une

surface lisse et propre, avec les deux réactifs d’une trousse de chemiluminescence pour
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immunobuvardages Western NEN Life Science), puis développées sur film Kodak X

AR à différents temps d’exposition.

2.8 GST-PuIl-Down

Le test GST Pitll-Down est une technique in vitro qui consiste en la production d’une

protéine de fttsion “proie-GST”. La protéine proie porte un tag GST qui permet de

l’immobiliser sur des billes de glutathione sepharose 4B. Par la suite un lysat cellulaire de

la protéine appât (C-terminale de SH3AP1 aa 637-737) a été mélangé avec la protéine

proie-GST, l’ensemble est incubé à 4°C pendant 1 heure sur un agitateur en rotation, lavé

successivement avec une solution de PB$ afin d’éliminer l’excédent de protéines fixées

non spécifiquement, l’ensemble (proie et appât) est ensuite élué avec une solution tampon

(Glutathion Elution buffer) et mis à migrer sur un gel SDS-polyacrylamide de 12%.

Pour faire ce test in-vitro, les inserts encodant divers domaines de la protéine candidate

(proie repêchée à l’aide du système du double hybride de la levure) préalablement clonés

dans le vecteur pGEX-5X-3 (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NI) aux sites

BamHl/Xhol.

Les constructions ont été vérifiées par séquençage avant la transformation des bactéries

compétentes de souche E.Coli BL2 1. Les bactéries transformées ont été étalées sur milieu

LB+arnpicilline (50-100 jig/mL). Après 24 heures d’incubation, une colonie a été

prélevée et inoculée dans 100 ml d’un milieu liquide de 2x YT(2X Yeast Tryptone

Media), contenant 16g de tryptone, 10g d’extrait de levures, 5g de NaCL, dans 900 ml

d’H20 distillée. Le pH a été ajusté à 7.0 avec du NaOH puis le milieu a été autoclavé

pendant 20 minutes à 120°C puis lorsque refroidi à 50°C 1 ml d’Arnpicilline (50-

100 jig/ml) a été rajouté au milieu. La culture a été incubée toute la nuit sous agitation â

250 rprn à 3 7°C, puis diluée 1/100 avec du milieu 2xYT frais. L’incubation à 37°C, s’est

poursuivie jusqu’à ce que la densité cellulaire (DO) mesurée à 600 mn atteigne 0.5-2. À

ce moment là, une concentration de 100 mM d’IPTG a été rajoutée afin d’obtenir une

concentration finale de 0.1-1,0 mM. Cette solution a été préalablement préparée par

dissolution de 0.5g d’isopropyl-f3-D-thiogalactoside dans 20 ml d’eau, puis filtrée et

aliquotée dans des tubes à raison de 0.5 ml par tube. L’incubation a duré de 4 à 6 heures.
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Par la suite, la culture a été transférée dans des flacons et centrifugée à 7700 x g pendant

10 minutes à 4°C. Les cellules ont été ensuite déposées sur de la glace puis remises en

suspension dans 50 j.il de PB$ lx par ml de culture de départ. Elles ont ensuite été lysées

par sonication, conformément aux directives du manufacturier. Une solution contenant

20% Triton X-100 pour une concentration finale de 1% a été ajoutée pour aider la

solubilisation de la protéine de fusion. L’ensemble a été mélangé et incubé à la

température de la pièce sous agitation pendant 30 minutes afin d’aider la protéine de

fusion à solubiliser. À la fin de l’incubation, le lysat a été centrifugé à 12 000 x g pendant

10 minutes à 4°C et le surnageant prélevé pour analyse sur gel SDS-PAGE. Le reste a été

conservé à 4°C pour réaliser le test de G$T-Futl-Down avec SH3AP1-myc. L’ADNc de

SH3AP1 a été cloné dans le vecteur pCDNA3-myc aux sites EcoRl/BamHl. Les cellules

293A ont été transfectées par le vecteur contenant pCDNA3-SH3AP1-myc en utilisant le

réactif Lipofectarnine (Gibco BRL, MD) en accord avec les instructions du

manufacturier. Après 4$h les cellules ont été lysées pour réaliser le test de GST pull

down tel que décrit précédemment.

2.9 Identification des résidus impliqués dans l’oligomérisation de

SH3AP1

Deux constructions, une de la forme courte et une de la forme longue de SH3AP1 type

sauvage, ont été réalisées dans un vecteur avec l’étiquette fLAG en position N-terminale.

Ces trois constructions serviront de contrôle positif. Trois autres constructions qui ont été

réalisées contiennent des mutations ponctuelles qui ont été générées par mutagenèse

dirigée. Le mutant 1 contient une mutation dans la première région coil-coiled (L141P),

le mutant 2 contient une mutation dans la deuxième région coil-coiled (1371P) et le

mutant trois contient les deux mutations (LY41P) et (1371P). Après co-transfection des

cellules de la lignée 293A avec ces différentes constructions, celles-ci ont été incubées

pendant 4$ heures dans du DMEM avec 10% de sérum puis ont été lysées avec un

tampon de lyse. Le lysat cellulaire a été partagé en 5 échantillons et à chacun on a ajouté

une concentration de DSS (Disuccini-mydil suberate)(]67) croissante (0, 5, 10, 25, 50

ug/ml). L’ensemble a été incubé pendant 30 minutes à température de la pièce. Chaque
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échantillon a ensuite été chargé dans un puits de gel SDS-PAGE 10% puis le gel transféré

sur nitrocellulose a été immunobuvardé en utilisant un anticorps anti-Flag. Le DSS est un

réactif bi-fonctionnel qui peut former des liaisons covalentes avec les groupements

amines des protéines. Le groupe Œ-amine présent à l’extrémité N-terminale des peptides

réagit avec le NHS-ester, comme les groupes Œ-amines sont rarement disponibles, alors

la réaction se fait de l’autre côté de la chaîne et seulement l’s-amine sur les lysines qui

réagit avec le NH$-ester.

2.10 Arbre phy1oénétigue des protéines à deux domaines SH3 de la

famille FCH

L’alignement simultané des séquences nucléotidiques et des séquences d’acides aminés

est devenu un outil indispensable en biologie moléculaire. L’alignement multiple est

utilisé afin de mieux caractériser une famille de protéines, pour détecter ou démontrer

l’homologie entre une nouvelle séquence et une famille de séquences déjà existantes.

Pour compléter notre étude, nous avons décidé de comparer les séquences d’ADN et

d’acides aminés des protéines de la famille PCH de différents organismes afin de mieux

comprendre la raison de la conservation de l’organisation de ces protéines de famille

PCH/FCH durant l’évolution. Nous avons fait appel à un algorithme d’alignement de

type clustalW. La majorité des alignements automatiques de séquences est maintenant

rendue possible grâce à l’apparition de nouvelles approches et méthodes, une de ces

nouvelles méthodes est appelée CLUSTAL W qui est rendu accessible et à la portée des

ordinateurs et des différents systèmes d’exploitation. Il existe six différents formats de

préparation des séquence EMBL/$wiss Prot, NBRF/PIR, Pearson!FASTA, GCG/MSF,

GDE (Steven Smith, Harvard University Genome Center) pour l’alignement par

ClustalW. Le programme ClustalW offre la possibilité à l’utilisateur de construire un

arbre phylogénétique par Neighbour-Joining à partir d’alignements déjà existants (168).
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CHAPITRE 3: Résultats

L’objectif de ce projet est de caractériser la partie C-terminale de $H3AP1. En effet,

comme décrit précédemment, la partie C-terminale contient des tyrosines phosphorylées.

Nous avons voulu comprendre le rôle potentiel de ces tyrosines dans les interactions

protéines-protéines et éventuellement leurs rôles biologiques dans la signalisation

cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé l’approche moléculaire. Nous avons utilisé le

ystème du double hybride de la levure afin d’identifier les partenaires potentiels, nous

avons testé les clones retrouvés avec le double hybride de la levure dans les cellules de

mammifères et nous avons confirmé ces interactions par des techniques biochimiques

comme la co-immunoprécipitation et le GST pull down.

3.1 Analyse du gène de SH3AP1 et de son produit

La séquence du clone de SH3AP1 identifié par interaction avec le domaine riche en

proline de ZRP-l dans le système du double-hybride contient un seul domaine SH3 en

position C-terminale. Cette séquence a été utilisée pour cloner la forme complète de

SH3AP1 par RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR). La forme longue possède deux

domaines SH3 en postition C-terminale (Figure 8).

Une séquence correspondant à celle de SH3APÏ (la forme courte) a été par la suite

identifiée. Cette séquence a été déposée sous le nom de K1AA0769 dans la banque de

données HUGE (Hurnan Unidentified Gene-Encoded Large Proteins) sur le site web

(http://v.kazusa.or.jp/huge). Il apparaît en fait que la séquence K1AA0769 est le

produit d’un épissage différentiel du gène encodant la forme complète de SH3AP1.

L’analyse du profil d’expression de ce gène encodant pour la protéine SH3AP1 réalisée

par RT-PCR-ELISA (RT-PCR-Enzyme Linked Immunosorbent Assay) par le groupe du

Kazusa cDNA Froject, a confirmé les résultats d’un immunobuvardage Northern obtenus

précédemment dans notre laboratoire indiquant que SH3AP1 (la forme longue) est

exprimée à un niveau variant de élevé à très élevé dans tous les tissus testés (Figure 9).

De plus, en consultant les banques de données du projet de séquençage du génome

humain sur le site du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), il a été possible d’établir que
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le gène qui code pour SH3APÏ était situé sur le chromosome 11, plus précisément au

locus 11q13.4. Finalement, la caractérisation du gène a permis d’établir que l’épissage

différentiel est responsable de l’obtention des deux formes de la protéine, dont l’une

comprend un domaine PCH/FCH et un domaine SH3 et l’autre, plus longue, présente un

second domaine SH3, une séquence riche en proline et une séquence consensus de liaison

aux domaines PDZ en position C-tenninale (Figure 1 1).

3.2 Caractéristiques de la partie Carboxy-terminale de SH3AP1 (appât)

L’analyse de la séquence nucléotidique de SH3APÏ a permis l’identification de deux

tyrosines pouvant potentiellement être phosphorylées en position 659 et 70$, une

séquence riche en prolines et une séquence consensus de liaison aux domaines PDZ en

position C-terminale.

Afin de mieux caractériser la partie C-terminale de SH3AP1, nous avons voulu savoir si

les deux tyrosines en position 659 et 702 etaient potentiellement phosphorylables.

Les cellules fibroblastiques 293A (lignée cellulaire embryonnaire de rein humain) ont été

co-transfectées par lipofectamine avec la forme sauvage de SH3APY courte (2-571)

utilisée comme contrôle, la forme longue (2-740) type sauvage et SH3AP (2-740) avec la

tyrosine 708 mutée, le vecteur pCDNA3 vide et le même vecteur pCDNA3 contenant la

kinase c-Src.

Les cellules 293A ont été transfectées séparément par la lipofectamine avec la forme

longue de type sauvage SH3AP1 par la forme SH3API dont la tyrosine 659 est mutée et

par le vecteur pcDNA3 vide comme contrôle. Les cellules transfectées après 24 heures

ont été privées de sérum dans le milieu de culture pour une période de 24 heures puis

traitées avec 20% de sérum en présence de 0.1 mM de pervanadate (un inhibiteur des

tyrosines phosphatases afin de garder les tyrosines à l’état phosphorylé) (Amersham

Pharmacia Biotech) pendant 30 minutes et tous les lysats cellulaires ont été

immunoprécipités et analysés par immunobuvardage Western.

La figure 21 nous montre les deux tyrosines en positions successives 659 et 70$

phosphorylées par Src et par addition de sérum.

Ces deux tyrosines ont donc le potentiel d’interagir avec des domaines SH2.
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3.3 Résultats des criblages double-hybride chez la levure

La partie C-terminale de SH3APY constituée des acides aminés 627 à 737 et riche en

prolines a été utilisée comme appât dans un vecteur pBTM 11 6+src contenant le domaine

de liaison à l’ADN du gène GAL4. Cette séquence ne contient pas les trois acides aminés

TLV (séquence consensus pour les domaines PDZ). Deux librairies ont été criblées, une

de poumons et l’autre de glandes mammaires, ce qui correspond environ à 9.6 x 106

clones qui ont été criblés dans la librairie de poumons et 1 .3 x 106 de clones criblés dans

la librairie de glandes mammaires. De ce nombre, 225 colonies ont été obtenues sur

milieu auxotrophe (SD-Trp-Leu-His) dont 115 colonies ont exprimé le deuxième gène

rapporteur, LacZ, lors du test f3-galactosidase, lors du criblage des librairies de poumons.

Lors du criblage de la seconde librairie de glandes mammaires, nous avons obtenu 75

colonies sur milieu auxotrophe dont 55 colonies ont exprimé le deuxième gène

rapporteur, LacZ, lors du test de la f3-galactosidase. Tous les clones positifs ont été

séquencés dans le but d’identifier la protéine à laquelle ils correspondaient après

l’alignement de ces séquences dans les banques de données. Après analyse, beaucoup de

ces clones étaient dés faux positifs car ils n’avaient pas de cadre de lecture ouvert ou

codaient pour des protéines déjà connues n’ayant pas d’interaction possible avec

SH3AP1.

3.3.1 Description des clones positifs retrouvés dans les deux librairies d’ADNc

Les clones positifs retenus au terme des différentes sélections et confirmations

correspondaient aux protéines suivantes

SLPI (Secretory leukocyte protease ïnhibitor) (169,) est un membre de la famille SPI

de type kazal. SLP1 inhibe l’élastase, la cathepsine G, la trypsine, et la chymotrypsine

(170) et joue un rôle significatif contre les protéases des neutrophiles durant la réponse

inflammatoire (171-174).

La fonction de SLPÎ a été l’objet d’une étude massive en raison de sa capacité à inhiber

les protéases. SLFI exerce une activité pléiotropique dans différents systèmes biologiques

tels que la cicatrisation des plaies (175-177) et l’activation de NF-icB (178). Plusieurs

études ont rapporté qu’il y avait une corrélation directe entre le niveau d’expression du
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gène SLPI et de la progression des tumeurs ovariennes (179-181). Néanmoins il n’a pas

encore été démontré que SPL1 contribue au phénotype de malignité des cellules

cancéreuses.

CREBBP (Retïno-blastoma associated protein) a été identifiée comme interagissant

avec des éléments comme CRE (cAMP-regulated enhancer). Il est connu que cet élément

se lie aux différents facteurs de transcription incluant CREBBP qui est activé par la

protéine kinase A (PKA). La phosphorylation de CREBBP par PKA stimule l’interaction

avec un ou des facteurs de transcription ou bien pennet le recrutement de co-activateurs

(182-185).

DAXX (Fas bindïng protein ) est un clone identifié dans la librairie de poumon; c’est

une protéine ubiquitaire de 740 acides aminés. DAXX joue un rôle dans l’apoptose mais

ce rôle reste néanmoins peu documenté. Il a aussi été démontré que la partie C-terminale

de DAXX joue un rôle de répresseur transcriptionnel. En effet, la partie C-terminale de

DAXX contient un domaine acide composé de ser/pro/thr. Ce domaine possède des

homologies de séquence avec celui du co-répresseur transcriptioimel Sin-3 chez la levure

(186). Alors que la fonction biochimique de DAXX reste matière à débat, sa localisation

nucléaire n’est plus à démontrer. Des études ont démontré que DAXX se localise au

noyau et qu’il contient deux séquences putatives de localisation nucléaires (187-188).

HCCA3 (HepatoCellular Carcinoma susceptibility protein)(1$9) et AD029, un autre

clone identifié mais non encore caractérisé.

ViIlin 2 (ezrin) (VIL2), est impliquée dans la structure du cytosquelette de la membrane

plasmique (190-192) et aussi dans l’acquisition du phénotype invasif des cellules

malignes de l’épithélium oesophagien (193,).

Le clone STIP1/STUB-1/CHIP-1 a été identifié deux fois dans deux librairies

différentes, la librairie de potimons et celle de glandes mammaires. STIP1 est une

protéine de 303 acides aminés contenant trois domaines tétratricopeptides (TRP) en

position N-terminale et un domaine U-BOX en position C-terminale impliqué dans

l’ubiquitination. C’est une protéine chaperonne exprimée en état de stress (Heat shock

protein) (194) (Tableau lA et lB).

Les domaines TRP (tétratricopeptide) ont été décrits pour la première fois chez la levure

(Cdc23 régulateur du cycle cellulaire). Ceux-ci comportent une répétition typique d’une
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séquence identique de 34 acides aminés formant ainsi des domaines TRP. La fonction de

ces domaines semble être liée aux interactions protéine-protéine. Ces domaines ont une

préférence pour se lier aux domaines WD40.

Plusieurs autres clones repêchés correspondent à la protéine hRev7 et MAD2 qui sont

des protéines impliquées dans la réparation des dommages causés à l’ADN chez les

mammifères (hREV7) ou bien chez la levure (MAD2). hREV7 interagit avec la sous

unité catalytique zêta de l’ADN polymérase (195-196).

ZF (Zinc finger protein) est une protéine qui a été repêchée deux fois, mais compte tenu

de sa structure en doigts de zinc, il ne pouvait s’agir que d’un faux positif car elle est

capable de se lier à l’ADN et ainsi activer la transcription du gène rapporteur LacZ sans

pour autant avoir interagi avec SH3AP1 (197).

Les domaines en doigts de zinc ont été identifiés pour la première fois chez Xenopus

dans le facteur de transcription IFIIIA. Depuis, ces domaines ont été retrouvés dans

différentes protéines qui se lient à l’ADN. Les domaines en doigts de zinc sont composés

de 25 à 30 acides aminés incluant deux résidus cystéine et deux résidus histidine

conservés dans un motif C-2C-12-H-3-H. Les douze résidus séparant la seconde cystéine

et la première histidine sont essentiellement polaire et basique ce qui montre que cette

région est impliquée dans la liaison à l’ADN.

Myosiue (myosin, heavy polypeptide 11, smooth muscle MYII11), est un autre clone

positif intéressant qui a été repêché de la librairie d’ADNc de poumon. En effet Myo3p et

Myo5p sont des protéines qui font partie du complexe Arp2/3 impliquée dans la

nucléation de l’actine chez S. cerevisiae (198-199) L’interaction directe entre Myo3,

Myo5 et le complexe Arp2/3 suggère qu’il existe un complexe formé de la chaîne lourde

de Myosine et les protéines de la nucléation de l’actine, le tout formant un ensemble

fonctionnel de signalisation qui induit l’assemblage de l’actine.

Finalement le clone 73 repêché de la librairie de poumons correspond à la protéine VAV

1 (200). Ce clone contient seulement la partie C-terminale de Vav-1 constituée de deux

domaines SH3 séparés par un domaine SH2. Étant donné que mon appât possède une

séquence riche en prolines capable d’interagir avec des domaines SH3 et des tyrosines

phosphorylées capables d’interagir avec les domaines SH2 je m’attendais à repêcher un

candidat possédant soit un domaine SH2 soit un domaine SH3. C’est pour ces raisons que
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j’ai continué mon étude avec la protéine Vav-1. Ce clone représentait donc un bon

candidat pour une confirmation de l’interaction in-vivo dans les cellules de mammifères.

(Figure 22, 23 et tableau 1)
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3.4 Confirmations des résultats dans les cellules de mammifères

3.4.1 Clonage des constructions dans les vecteurs d’expression avec étiquette HA

Cinq constructions différentes de ce clone Vav-l ont été réalisées afin d’identifier quel

domaine de Vav-1 est impliqué dans l’interaction avec $H3AP1. Les constructions dans

le vecteur pACTAG-2-HA sont les suivantes

1) pACTAG2-SH3-SH2- SH3-HA

2) pACTAG2-SH2-SH3-HA

3) pACTAG2-SH3-HA (C-Ter)

4) pACTAG2-SH3-SH2-HA

5) pACTAG2-SH2-HA

Comme illustré dans la figure 24.

3.4.2 Immunoprécipitation et immunobuvardage Western

Des expériences de co-immunoprécipitation ont été entreprises pour confirmer, dans les

cellules de mammifères, l’interaction identifiée dans la levure à l’aide du système du

double hybride. La protéine Vav-Ï a été sélectionnée parmi les clones repêchés dans les

banques d’ADNc à l’aide de l’appât utilisé, afin d’être validées par des expériences de

co-immunoprécipitation.

Les cellules de mammifères ont été co-transfectées simultanément avec la forme

complète de SH3AP1 qui a été clonée dans un vecteur pCDNA3-FLAG et VAV-1 qui a

été cloné dans le vecteur pACTAG2-HA. Les lysats cellulaires ont par la suite été

immunoprécipités à l’aide d’anticorps anti-FLAG ou anti-HA. Des contrôles négatifs ont

également été réalisés en transfectant les cellules avec pcDNA3-SH3AP1-Flag seule, le

vecteur pACTAG2-HA vide ainsi qu’en immunoprécipitant les extraits cellulaires avec

un anticorps anti-IgG. Le but de ces contrôles était de s’assurer de la spécificité des

interactions entre SH3AP1 et la protéine candidate (VAV-1) afin de discriminer cette

protéine des protéines endogènes en utilisant les anticorps anti-FLAG et anti-HA. Des

immunobuvardages Western ont été effectués après le transfert des protéines sur

membrane de nitrocellulose en utilisant à nouveau des anticorps anti-fLAG et anti-HA.
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Le niveau d’expression de SH3AP1 et de la protéine candidate dans les cellules de

mammifères peut être déterminé selon la présence d’une bande correspondant au poids

moléculaire de la protéine, et l’intensité de celle-ci. L’expression de SH3APÏ est détectée

dans le puits représentant l’immunoprécipitation et l’immunobuvardage Western avec

l’anticorps anti-FLAG tandis que celle de Vav-1 est détectée dans le puits représentant

l’immunoprécipitation et l’immunobuvardage Western avec l’anticorps anti-HA.

Dans le cas où l’interaction se produirait entre SH3APÎ et VAV-Ï, une bande

correspondant au poids moléculaire de cette protéine Vav-l peut être observée dans le

puits représentant l’irnmunoprécipitation avec l’anticorps anti-fLAG et

l’immunobuvardage Western avec l’anticorps anti-HA et/ou une autre bande

correspondant au poids moléculaire de SH3AP1 dans le puits représentant

l’irnmunoprécipitation avec l’anticorps anti-HA et l’immunobuvardage Western avec

l’anticorps anti-fLAG.

Dans notre cas, la révélation de ces immunobuvardages sur film a permis d’observer que

les protéines SH3API et Vav-l étaient bien exprimées dans les cellules de mammifères.

En effet, des bandes correspondant au poids moléculaire des protéines candidates (Vav-l

et SH3AP1) ont pu être observées dans les puits représentant les immunoprécipitations

avec l’anticorps anti-fLAG et les immunobuvardées avec les mêmes anticorps anti-HA.

L’inverse, soit une bande correspondant au poids moléculaire de la protéine SH3APÏ

dans le puits représentant l’immunoprécipitation avec l’anticorps anti-HA et

l’imrnunobuvardage Western avec l’anticorps anti-FLAG, n’a toutefois pas pu être

démontré. Toutefois, une bande correspondant au poids moléculaire de Vav-l

interagissant avec SH3AP1 dans les cellules de mammifère a pu être détectée. Cependant,

cette interaction a été aussi détectée dans les puits représentant les immunoprécipitations

avec les anticorps anti-fLAG-SH3AP1 et les imrnunobuvardages Western avec

l’anticorps anti-HA, en l’absence de la protéine SH3AP1 ainsi que lorsque les

immunoprécipitations étaient réalisées en utilisant l’anticorps anti-IgG. Ces résultats ne

nous ont donc pas permis de confirmer ou bien d’infirmer l’interaction entre SH3API et

Vav-1 in vivo (résultats non disponibles,).
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3.5 Confirmation de l’interaction entre SH3AP1 et Vavi par GST-puIl

down

Comme décrit précédemment, la protéine SH3AP1 possède dans sa partie carboxy

terminale une séquence riche en prolines et deux tyrosines phosphorylées. Ces motifs

sont capables d’interagir avec des domaines SH2 et SH3 de Vav-1. Vav-l contient dans

la partie clonée ces deux types de domaines. Dans le but de démontrer l’interaction entre

Vav-l et SH3AP1, nous avons donc généré des constructions de Vav-1 incorporant

différentes combinaisons de ces domaines afin de déterminer son mode d’interaction avec

SH3AP1. Les différents constructions, GST, GST-SH3N-SH2-SH3C, GST-SH2-SH3C,

GST-SH3N-SH2 et GST-SH3C (figure 25) ont été produites et incubées en présence de

lysats de cellules 293A transfectées avec un vecteur encodant SH3AP 1 -myc.

3.5.1 Clonage des constructions dans les vecteurs d’expression avec étiquette GST

Les cinq constructions suivantes ont été réalisées dans le vecteur pGEX-5X-3-GST:

I GST- SH3-SH2- SH3 (692-$46)

2 GST-SH2- SH3 (670-$46)

3 GST-C-SH3 (785-846)

4 GST- SH3-SH2 (692-75 1)

5 GST-SH2 (669-75 1)

6 GST (seule) comme contrôle négatif
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Les résultats montrent que l’interaction entre SH3AP1 et Vav-1 pourrait impliquer le

domaine SH3 en position C-terminale de Vav-1 et la partie C-terminale riche en proline

de SH3AP1. Cette interaction permettrait le rapprochement des tyrosines phosphorylées

en position 659 (pY-Asp-Gln-Pro) et 70$ de SH3AP1 ( pY-Gly-Lys-Leu) du domaine

$H2 de Vav-1 (Figure 26). Le domaine SH2 de Vav-1 se lie préférentiellement aux

tyrosines phosphorylées dans un motif pY-Xaa-Glu-Pro ou Xaa peut-être Met, Leu ou

bien Glu (2]]).
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3.5 Résultats de la dimérisation et oligomérisation

Afin de déterminer si SH3AP 1 est capable de former des oligomères et de caractériser

quelle(s) région(s) de SH3AP1 est/sont impliquée(s) dans cette oligomérisation, deux

constructions de SH3AP1 ont été préparées. Des constructions de SH3AP1 forme

sauvage comportant deux tags différents, soit GFP (Green Fluorescente Protein) et

FLAG, ont été réalisées séparément dans un vecteur pCDNA3 pour l’expression dans les

cellules de mammifères. Trois autres constructions avec le tag GFP et la forme tronquée

de SH3AP1 ont été clonées dans le vecteur pCDNA3 ainsi qu’une autre construction

mais contenant seulement l’étiquette GFP pour servir de contrôle négatif.

1) flag-SH3AP1 (2-740)

2) SH3AP1 (1-740)-GfP

3) SH3APÏ (1-571)-GFP

4) SH3AP1 (1-468)-GFP

5) SH3AP1 (465-568)-GFP

6) GFP

La lignée cellulaire 293A a été co-transfectée avec les deux constructions, Flag-$H3AP1

forme sauvage et une des autres constructions en utilisant le réactif Lipofectamine (Gibco

BRL, MD) en accord avec les instructions du manufacturier afin de déterminer la région

impliquée dans l’oligomérisation. La suite des expériences entre autres la lyse des

cellules, le SDS-PAGE et l’imrnunobuvardage Western ont été effectuées comme décrit

dans les sections précédentes.

La figure 27 illustre les différentes constructions utilisées et la position du tag.
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La dimérisation et l’oligornérisation de SH3AP1 ont été démontrées en utilisant un

agent cross-linkant chimique le DSS (Dithio bis-Succinirnidyl Suberate)(167,).

Les cellules 293A exprimant ces constructions ont été rincées avec du PBS puis incubées

pendant 30 min avec des concentrations croissantes de DSS (0, 5, 10, 25, 50 ag/m1) dans

du PBS. Elles ont ensuite été rincées avec du tampon PBS, lysées et analysées par gel de

SDS-PAGE (10%) et par immunobuvardage Western utilisant un anticorps anti-Flag.

Nous avons démontré que les deux protéines natives de forme courte et longue formaient

des dirnères et des oligomères (A) alors que les mutants étaient incapable de former des

dimères et encore moins des oligomères (B) (Figure 28).

Le remplacement par mutation ponctuelle de la leucine en position 141 par une proline et

de l’isoleucine 371 par une proline abolit la capacité de SH3APÏ à former des dimères

(figure 2$).
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3.7 Prédiction de la structure en double hélice (coiled-coil structure)

Nous avons utilisé un programme informatique afin de modéliser schématiquement les

régions impliquées dans la formation de dirnères et de tétramères. Ce programme prédit

la localisation des régions impliquées dans la formation de structure en hélice tour hélice

(Coiled-coil) et est basée sur un algorithme qui calcule la probabilité de repliement des

structures protéiques (20]) (Figure 29).
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Figure 29. Prédiction de la formation de dimères.L’utilisation du programme de
prédiction de formation de dimères ‘Paicoil’ nous a permis de voir les regions impliquées
dans l’auto-dimérisation de SH3APJ. Nous avons identifié les acides aminés
impliqués dans cette dimérisation et leur mutation en un autre acide aminé abolit
la possibilité de former des dimères.
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3.8 Aliinement des séquences des protéines de la famille PCU

Nous avons utilisé le programme CLUSTAL W, qui est un programme d’alignement des

séquences d’acides aminés, afin de déterminer le lien de parenté et le degré de

conservation des structures des différentes protéines à deux domaines SH3 de la famille

PCH. Le programme CLUSTAL W utilise l’alignement de Pearson et pour le calcul de

l’arbre phylogénétique il utilise la méthode de calcule de Neighbour Joining ÇNeighbour

Joining) (202).

3.8.1 Le Neiglibor Joining

Le neighbor joining est un algorithme qui tente de minimiser la longueur totale des

branches de l’arbre et ceci à chacune des étapes de regroupement. L’idée ici est de

joindre les OTUs (operational taxonomic units) qui sont non seulement proches l’une de

l’autre mais sont aussi éloignées du reste des OTUs. À chaque boucle du programme

algoritmique celui-ci tente de trouver l’ancêtre direct de deux espèces dans l’arbre.

3.8.2 Le pourcentage de mutation accepté (PAM)

Cette unité de mesure a été introduite par Dayhoff et al (217) afin de mesurer le taux de

changement dans les séquences des protéines dû à l’évolution. La matrice PAM est

dessinée pour comparer deux séquences en acides aminés de deux protéines. La valeur

0.1 unité PAM représente un pourcentage moyen de changement des acides aminés dans

la séquence d’une protéine (0.1 Unité PAM = 1%). La matrice PAIVI est une table dans

laquelle les scores de chaque acide aminé substitué sont calculés sur la base que, chaque

substitution dans des protéines apparentées qui ont divergées, ait une valeur X.

1 PAM veut dire une mutation par 100 résidus aminés (1%), 250 PAMs sont l’équivalent

de 2.5 mutations par résidus (2.5%). L’utilisation d’une horloge moléculaire de 1 million

d’années par mutation nous permet de retrouver les distances séparant les OTUs.
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La figure 30 nous illustre les différents degrés de parenté entre les protéines et la distance

qui sépare les protéines entre elles et les taxons entre eux.
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CHAPITRE 4 : Discussion

4.1 Les récents évènements

Dans une étude plus récente, une protéine appelée Carom (203) appartenant à la famille

PCH/FCH et correspondant à notre protéine SH3AP1 a été identifiée lors d’un criblage

avec le système du double hybride chez la levure en utilisant la protéine MAGI- 1 comme

appât. MAGI-1 est une protéine de 1462 acides aminés qui possède un domaine MaGuk

(membrane-associated guanylate kinase hornologs) et six (06) domaines PDZ. Il a été

démontré que Carom (SH3AP1) interagit aussi avec CASK (Calcium / calmodulin -

dependent serine protein kinase) une protéine de 926 acides aminés avec un domaine

sérine/tbréonine kinase en position N-terminale, un domaine PDZ, un domaine SH3 et un

domaine GuKc (MAGUKs - mernbrane-associated guanylate kinase hornologs) en

position C-terminale. Carom interagit avec ces deux protéines de façon compétitive. En

effet l’interaction entre Carom ($H3AP1) et MAGI-1 implique la séquence consensus

TLV de SH3AP 1 et le cinquième domaine PDZ de MAGI-1. Par contre, l’interaction de

Carom (SH3AP1) et CA$K implique la région riche en proline de Carom et le domaine

calcium calmoduline de CASK. Il a été démontré dans cette étude que Carom sert

d’adaptateur moléculaire pour le recrutement de ces protéines près des jonctions serrées

entre les cellules.

4.2 Les différentes formes de SH3AP1

Nous avons identifié durant l’étude que nous avons menée sur la caractérisation de

SH3AP 1, que celle-ci existe sous trois formes différentes. Le clone identifié comme

interagissant avec MAGI-1 est constitué uniquement de la région centrale et de la partie

C-terminale avec les deux domaines SH3. Ceci nous a amené à supposer que la protéine

Carom (SH3AP1) existe sous trois formes différentes et non seulement deux (Figure 31).

Ce qui a été démontré par la suite lorsque nous avons cherché dans la base de données de

PubMed est qu’il existe un clone identifié par Kiaa 0769 (NM_014$24) dont la séquence

en nucléotides correspond à Carom (SH3AP1) sans le domaine PCH/FCH en position N

terminale en raison de l’existence d’un second codon d’initiation de la traduction (213).
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La présence de deux sites d’épissage différentiel permet aussi d’obtenir deux autres

protéines, ce qui donne en fait quatre protéines comme illustré dans la figure 3 1.
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4.3 Les interactions de SH3AP1 avec les protéines du cytosquelette

La partie C-terminale (100 aa) de SH3AP1 est riche en prolines et contient deux tyrosines

phosphorylées en position 659 et 70$ (voir le chapitre des résultats). Cette donnée nous a

orienté vers la construction d’un nouvel appât. Nous avons cloné ce fragment dans le

vecteur pBTM1 16 + Src qui a servi à cribler d’autres librairies, entre autres la librairie

d’ADNc de poumons et de glandes mammaires. Le choix de ces deux librairies découle

du fait de l’expression élevée de SH3AP 1 (forme longue) dans ces deux tissus (Figure 9).

Le criblage de ces deux librairies a permis l’identification de quelques partenaires, entre

autres Myosine (Myosin Heavy Chain), une grosse protéine de presque 2000 acides

aminés qui joue un rôle dans la formation du complexe Arp2/3 et l’actine (204) et Ezrine

(Villin 2) une protéine présente à la périphérie de la membrane cytoplasmique.

L’étude a aussi montré que SH3AP1 interagissait avec des protéines comme WASp

(interaction confirmée dans la levure et in vitro par GST pulÏ-down)(J. Champagne et D.

Banville; résultats non publiés). Le clone WASp (Wiskott-AÏdrich Syndrome protein) a

été repêché en utilisant le premier domaine 5H3 de $H3APÏ comme appât dans le

système du double hybride de la levure.

Des mutations ou des délétions de WASp sont associées au développement de cette

maladie qui est héréditaire dont la transmission récessive est liée au chromosome X et

qui est caractérisée par une déficience du système immunitaire. Ce syndrome se

caractérise par l’association d’une tbrombopénie, d’un eczéma, d’infections à répétition et

une prédisposition au développement de leucémies et de lymphomes (205).

La protéine WASP est exclusivement exprimée dans les cellules hérnatopoïétiques et est

vraisemblablement impliquée dans la signalisation et la régulation du cytosquelette en

réponse à des stimuli externes. WASP est associée à plusieurs protéines avec des

domaines SH3. D’ailleurs, il a été démontré que WASP interagissait avec Cip4 (206-

20 7,), un membre de la famille des protéines à domaine PCH/FCH, qui est impliqué dans

l’acheminement de WASP près de la membrane plasmique pour intervenir dans le

complexe de la nucléation de l’actine avec Cdc42, Rho et Rac (208). Ces interactions

suggèrent fortement que SH3APY pourrait être impliquée dans le recrutement de
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différentes protéines qui font toutes partie de la voie de signalisation qui mène au ré

arrangement du cytosquelette.

Au niveau de la librairie de poumon, le criblage par double hybride a permis d’isoler un

clone contenant un ADNc de 735 pb correspondant à un segment du gène Vav-]. La

partie C-terminale de la protéine Vav-l est constituée de deux domaines SH3 séparés par

un domaine SH2. Ce résultat est particulièrement intéressant compte tenu que la partie C-

terminale de SH3AP1 contient deux tyrosines phosphorylables, soulevant la possibilité

que l’une des tyrosines puisse interagir avec le domaine SH2 de Vav-I.

Le domaine SH2 de Vav- 1 recomaît des tyrosines phosphorylées dans un motif précis de

3 à 6 acides aminés en position C-terminale de la tyrosine phosphorylée. Le motif de

liaison préféré du domaine SH2 de Vav-l est pTyr-Xaa-Glu-Pro ou Xaa peut être Met,

Leu ou Glu (211). Ce motif est d’ailleurs présent dans la séquence de SH3AP1 en

position 65$-662 (YDQP) (Figure 17). N’empêche que la liaison de Vav-1 à SH3APÏ est

médiée par le domaine SH3 en position C-terminale de Vav-1 et la séquence riche en

proline de SH3AP1.

Nous n’avons pas pu démontrer l’interaction /n vivo entre SH3API et Vav-1 par co

immunoprécipitation. Toutefois, le fait que l’interaction in vivo n’ait pu être démontrée

ne signifie pas que l’interaction n’est pas possible.

Dans le système du double hybride chez la levure nous utilisons une courte séquence

comme appât et les proies sont aussi des fragments d’ADNc, de ce fait les interactions

retrouvées dans la levure ne sont pas systématiquement confirmées dans les cellules de

mammifères. Les conditions physiologiques qui sont présentes dans les cellules de

mammifères ne sont pas identiques à celle de la levure. En effet, les modifications post

transcriptionnelles et post-traductionnelles ne sont pas les mêmes. Les sites d’interaction

aussi pourraient être masqués par d’autres protéines les rendant non accessibles.

Néanmoins nous avons pu confirmer l’interaction in vitro en utilisant le test de GST

pull-down (Figure 26).

En effet, ce système nous permet de lever quelques obstacles, entre autres. de supprimer

les autres protéines susceptibles d’interagir. En contrepartie, le fait d’utiliser ce système

(GST putt-down) ne nous pemet pas de dire que l’interaction est à 100 ¾ vraie, car les

conditions in vitro ne sont pas les mêmes que in vivo. Ceci veut dire que chaque système
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a ses avantages et ses inconvénients et qu’ils peuvent être complémentaires. Le résultat

final devrait être celui qui se rapproche le plus des conditions physiologiques au niveau

de la cellule. L’interaction avec Vav-1 confirmée par le test GST pull-down devrait être

reproduite avec les deux autres membres de la même famille VAV, étant donné que les

trois membres partagent en moyenne 52 ¾ d’identité de séquence en acides aminés et 74

% d’identité de séquence en nucléotides, et que tous les domaines sont conservés ainsi

que leurs rôles physiologiques. Ces trois membres sont aussi activés par phosphorylation

et sont impliqués dans la voie de signalisation de Ras et c-Src et tous interagissent avec

les différents membres de la famille des petites GTPases Rho/Rac/Cdc42 qui jouent un

rôle important dans les réarrangements du cytosquelette mais aussi dans la transformation

cellulaire. $H3AP1 qui est fortement exprimée dans le tissu pulmonaire et dans les

glandes mammaires pourrait éventuellement jouer un rôle dans la transformation

cellulaire (Figure 9). La transformation cellulaire implique plusieurs partenaires et

nécessite l’altération de plusieurs gènes. Certaines protéines peuvent être des

transactivateurs transcriptionnels et permettent la transcription des gènes qui eux vont

participer de façon indirecte dans la turnorigénèse. SH3AP1 forme courte ou bien longue

pourraient être sur-exprimées de cette manière. Le fait que SH3APY soit une protéine du

cytosquelette et un adaptateur multifonctionnel font d’elle un candidat idéal qui serait

impliqué de façon directe ou indirecte dans la transformation cellulaire. Ceci pourrait

expliquer pourquoi on trouve la protéine SH3APY sur-exprimée dans différents tissus

cancéreux.

Il est fort probable que SH3AP1 interagit avec les autres protéines Vav-2 et Vav-3 car

l’alignement des domaines $H3 en position C-terminale a montré un pourcentage

d’identité et de conservation des résidus supérieurs à 68 ¾. Néanmoins ceci reste à être

démontré. Il serait intéressant de voir si SH3AP1 est exprimé dans les cellules

hématopoïétiques voir même s’il peut interagir avec Vav-1 dans ces cellules ou bien en

utilisant la lignée cellulaire Jurkat T. On pourrait sur-exprimer ou bien déléter (Knock

down) SH3AP1 par si-RNA et voir si cela entraîne un ou des changements

physiologiques. Nous pourrions utiliser la technique du FRET et marquer les deux

protéines afin de voir si elles interagissent iii vivo.
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4.4 Arbre phyloénétigue de l’évolution et de la conservation des

protéines de la famille PCH chez les métazoaires

L’alignement des séquences en acides aminés des protéines à deux domaines SH3

appartenant à la famille PCH de différentes espèces de métazoaires nous a permis

d’obtenir un arbre phylogénétique calculé à partir d’une matrice de distance basée sur le

principe du neighbour-joining. Cet arbre nous a permis de comprendre le rapprochement

phylogénétique entre les protéines appartenant à des espèces qui sont proches entre elles

dans le grand arbre du vivant (f igure 20). Néanmoins, nous avons constaté que la

séquence de la protéine $H3APY était beaucoup plus apparentée à celle de Mus musculus

et de Ratus norvegicus qu’elle ne l’était à celle de FLJ0007 de Homo sapiens sapiens. En

effet, ces deux protéines semblent avoir divergé depuis longtemps vu la distance qui les

sépare. Il semblerait que FLJ0007 est apparue plus récemment que SH3AP1 et que la

divergence ne soit pas due à la duplication de ces deux gènes ni à l’accumulation de

mutations mais on peut supposer que le gène de SH3AP1 est un gène chimérique.

D’après certains scientifiques, les gènes chimères sont le produit de brassage d’exons, ce

qui permet à un produit de gène (protéine) d’exister sous des organisations différentes

comme dans le cas de SH3AP1 qui existe sous trois formes différentes (comme il a été

cité plus haut). Les gènes chimériques sont constitués soit par la fusion d’un élément

transposable au sein de tout ou d’une partie d’un gène de structure, soit au niveau des

ARN par des mécanismes sophistiqués d’échappement de fin de transcription. Dans ce

dernier cas, l’ADN polymérase II ne reconnaît pas le signal d’anêt entre deux gènes et

continue la transcription sur le gène suivant. On obtient ainsi un transcrit primaire très

long, contenant l’information de deux gènes, sur lequel intervient l’épissage. Cette

hypothèse est basée sur le fait que le gène SH3APY contient deux sites d’épissage

alternatif avec l’exon 10 et 16 (figure 11). Elle est aussi basée sur la revue de littérature

qui révèle la présence de deux autres formes de SH3APÏ, une ne contenant qu’un

domaine SH3 et une autre ne possédant pas de domaine PCH/FCH en position N

terminale (figure 31). On pourrait expliquer ce genre de réarrangements génétiques par la

diversité fonctionnelle des protéines. En effet, l’épissage différentiel, le brassage
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génétique, les duplications et les gènes chimériques (212) ne font qu’augmenter la

diversité des protéines. Comme l’a constaté la communauté scientifique, le génome

humain ne contient qu’un nombre limité de gènes. Le dogme ‘un gène une protéine’ n’est

plus à citer, sinon comment expliquer la présence de centaines de milliers de protéines

voir plus du million qui sont codées par un nombre limité de gènes, de 26000 à 38000,

par rapport à celui prédit avant le séquençage du génome qui était de 50000 à plus de

140000 gènes, si ce n’est que par des phénomènes biologiques encore à l’étude, comme

1’ épissage alternatif
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CHAPITRE 5 : Conclusion

Ce projet de recherche s’inscrit dans le cadre d’un plus vaste programme visant la

caractérisation de la protéine SH3AP1 et celle des partenaires d’interaction de hPTP1E.

En effet tel que mentionné dans l’introduction, hPTP1E, une phosphatase déjà

caractérisée dans notre laboratoire interagit avec ZRP- 1, qui à son tour interagit avec

$H3AP 1. Nous avons utilisé SH3AP 1 comme appât pour identifier d’autres partenaires

d’interaction.

Par cette étude nous avons tenté de comprendre et d’identifier les joueurs impliqués dans

cette voie de signalisation et voir si celle-ci est reliée à une autre voie. Nous avons utilisé

deux approches, une moléculaire et l’autre biochimique, pour identifier et caractériser les

partenaires d’interaction de SH3APÏ.

L’approche moléculaire consiste en l’utilisation du système du double hybride chez la

levure. Nous avons construit différents appâts en utilisant les différentes régions de

SH3AP1 pour cribler les librairies d’ADNc de cellules HeLa, de poumons et de glandes

mammaires. Ainsi nous avons trouvés plusieurs bons candidats pouvant avoir une

interaction significative avec $H3APÏ, tels que WASP, WIP, MAGI-3, Vav-1, ZRP-1 et

hPTP1E qui sont tous impliqués dans la réorganisation du cytosquelette d’actine. Ces

interactions ont d’ailleurs été confirmées in vitro, par GST putÏ-down (J.Champagne, Y.

Fortin, S. Bouhanik et D. Banville; résultats non publiés). Ces résultats nous ont permis

de mieux comprendre comment les différentes régions de la protéine SH3APÏ

interagissent avec les différents partenaires et éventuellement comprendre le rôle

biologique de SH3AP1. Nous avons aussi étudié la capacité de SH3AP1 à former des

dimères et des tétramères. Nous avons aussi caractérisé sa partie C-terminale et la

localisation des résidus tyrosines phosphorylés et leur possible implication dans les

interactions protéines-protéines. Chacune des régions de SH3AP1 a démontré sa capacité

fonctionnelle. En effet lors d’expériences antérieures, nous avons utilisé différentes

parties de SH3AP 1 comme appât dans le système du double hybride chez la levure et des

interactions avec des partenaires ont été identifiés (Voir résumé dans le tableau 2). Nous

avons constaté que certaines interactions étaient cohérentes, compte tenu du rôle de
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certaines protéines dans le complexe d’actine du cytosquelette, alors que d’autres se sont

révélées être des faux positifs suite au test de J3-gal. Nous avons choisi de continuer à

explorer les interactions qui avaient une logique et qui pourraient aboutir à une voie de

signalisation correcte et dont les intervenants etaient soit déjà documentés soit

présentaient des domaines d’interaction complémentaires. Comme déjà démontré avec le

domaine SH3 de $H3AP 1 et la région riche en prolines de WASP, la séquence consensus

de liaison aux domaine PDZ (TLV) de SH3AP1 et son interaction avec le second

domaine PDZ de hPTP 1 E. La protéine WIP, comme la protéine WASP, possède une

région riche en proline et s’associe à l’actine et à la profihine de même qu’à la protéine

adaptatrice Nck. Il est à noter que WASP comme WIP s’associent aux domaines SH3 de

Nck, WIP au second domaine SH3 et WASP au troisième domaine SH3. Nck, WASP et

WLP pourraient former un complexe tri-moléculaire étant donné que les sites de liaisons

sont différents pour chaque protéine. On sait déjà que WIP est impliquée dans la

polymérisation de l’actine dans les cellules lyrnphocytaires en favorisant l’échange de

l’ADP pour l’ATP sur celle-ci. Nous constatons ici l’existence d’une spécificité

d’interaction moléculaire liée aux domaines et surtout une fonction biologique bien

déterminée liée au tissu dans lequel ces complexes sont préformés et dans lesquels ils

agissent.

Nous avons aussi étudié la localisation cellulaire de SH3AP1 par marquage à la GFP qui

a permis d’identifier, après sur-expression de SH3AP1, la localisation de celle-ci dans le

cytoplasme et à la membrane plasmique (J. Champagne et D. Banville, résultats non

publiés). La protéine SH3APÏ (Carom) possède:

• Un domaine PCH/FCH en position N-terminale qui joue un rôle dans la fixation à

l’anneau d’actine durant la cytocinêse.

• Une région centrale qui est impliquée dans la formation de dirnères et de

tétramères.

• Deux domaines SH3 capables de lier des protéines avec des régions riches en

prolines (WASP).

• Une partie C-terminale contenant deux tyrosines phosphorylables pouvant

recruter d’autres molécules adaptatrices en interagissant avec des domaines SH2.
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• Une partie de cette région est aussi riches en motifs PxxP pouvant interagir avec

des molécules possédant des domaines SH3 (Vav-1).

• Une séquence consensus TLV pour les domaines PDZ qui a démontré sa capacité

à interagir avec différents partenaires comme hPTP1E, ZRP1, MAGI-1.

Il apparaît clairement maintenant que SH3AP1 est un adaptateur polyvalent capable non

seulement de recruter différents partenaires mais aussi d’interagir à différents endroits de

la cellule, soit au cytoplasme, soit dans le noyau, soit à la membrane plasmique. Il peut

aussi intervenir à différentes étapes de la différentiation cellulaire. Son aptitude à former

des dimères et des tétramères lui confère la capacité, avec ces différents domaines, de

recruter plusieurs intervenants dans la signalisation cellulaire, leur permettant non

seulement de les rapprocher les uns des autres mais aussi de les déplacer d’un

compartiment de la cellule vers un autre.

La protéine Vav-1 est essentielle dans les cellules T lymphocytaires lors de l’activation

et de la stimulation du récepteur T par l’antigène. L’engagement du récepteur T va

enclencher une cascade d’événements et une coopération synergique entre Vav-1, SLP

76, Cdc42 et Rac-1, ce qui mène au développement des filopodes et des lamellipodes.

Ces événements font intervenir d’autres composantes entre autres les adaptateurs

moléculaires. L’hypothèse que je soulève ici est que l’interaction entre SH3AP1 et Vav-1

interviendrait certainement au début de l’engagement du récepteur T. Des changements

au niveau du cytosquelette vont être nécessaires et vont nécessiter des interactions entre

les différents partenaires de cette voie, raison pour laquelle je suppose que ces complexes

sont prés-formés et prêts à être acheminés aux bons endroits à la demande. Ici intervient

donc le rôle des adaptateurs multifonctionnels de la classe de SH3AP1, car comme je l’ai

déjà décrit plus haut, les différentes interactions identifiées lors des expériences

antérieures ont montré que SH3AP1 doit certainement exister sous forme multimérique

et associé à ces partenaires éventuels entre autres : Vav-1, WASP, WIP, ZRP-1 et

hPTP 1 E. Il reste à démontrer que la sur-expression de $H3AP 1 pourrait être impliquée

directement dans la transformation cellulaire ou indirectement via l’effet de trans

activateurs. Les données collectées concernant SH3AP1, entre autres le fait que SH3APY

formes courte et longue en plus de la forme tronquée sans le domaines PCH/fCH en

position N-terminale (figure 30), soient sur-exprimées dans les cellules cancéreuses est
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un bon indice qui pointe directement vers l’implication de SH3AP1 (1 1q13.4) dans la

transformation cellulaire à la différence de son homologue la protéine FLJ0007 (5q13.3)

qui est très peu exprimée dans les mêmes cellules cancéreuses (figure 9).
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