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A. Introduction Bibliographique

Le mot « cancer » vient du mot grec « karkinos » qui signifie « crabe » ou « pince », ce mot
utilisé depuis [’antiquité a réellement trouvé son sens avec l’avénement de la biologie
moléculaire dans les années 1970. C’est a cette époque que l’'on a commencé a comprendre
les mécanismes a l’origine de la transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse,

avec la découverte des « génes du cancer ».

Chez une personne saine, le nombre de cellules et leur spécialisation est controlé par
l"organisme. Chez les personnes atteintes d’un cancer, les cellules cancéreuses échappent a
tout controle, se multiplient de facon anarchique et perdent leur spécificité. Souvent, elles
migrent vers d’autres tissus de [’organisme ou elles continuent de croitre, on parle alors de
métastases.

Les cancers ont pour origine une accumulation d’anomalies génétiques au sein d’une cellule.
Leurs causes sont multiples : hérédité, environnement, virus, vieillissement, eftc...

Toutes les cellules de I’organisme subissent un contréle strict visant a éliminer les cellules
non conformes. Ce controle, une fois enclenché, va induire un programme de mort cellulaire,

autrement dit apoptose, conduisant a l’élimination de la cellule « défectueuse ».

Dans ce chapitre d’introduction, je présente [’anoikis qui constitue le theme d’étude du sujet

ainsi que les trois protéines principales que sont la PI3K, la protéine Akt et la GTPase Rac.
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1. L'anoikis

Anoikis : mot d’origine Grecque signifiant « sans abri », qui définit un type particulier
d’apoptose induit suite a la perte des contacts de la cellule avec la matrice extracellulaire ou
suite a la perte des contacts cellule-cellule. L’anoikis est un mécanisme indispensable au bon
fonctionnement d’un organisme et ce type d’apoptose est présent dans pratiquement tous les
types cellulaires testés.

Les structures d’adhérence jouent un rdle clef dans le maintien de la survie conféré par
I’adhérence cellulaire et on peut noter I’importance toute particuliere des protéines
membranaires que sont les intégrines. Les structures d’adhérence peuvent étre assimilées,
dans ce cas, a de véritables senseurs de 1’état d’adhérence des cellules et lors d’un
détachement anormal d’une cellule, la perte de signalisation par ces structures va transmettre

I’ordre a la cellule d’entrer en apoptose. On parle alors d’anoikis.

Apres une breve définition de 1’apoptose, un aper¢u des structures d’adhérence et des
molécules qui les composent, je vais m’attarder sur les acteurs et les mécanismes mis en jeu

lors du phénomene d’anoikis.

a) Définition de I’apoptose
La cellule peut enclencher deux processus par lesquels elle va cesser de « vivre » : la nécrose

considérée comme une mort cellulaire « désordonnée » et 1’apoptose considérée comme une
mort cellulaire « organisée ».

Au cours de la nécrose, la cellule va se gorger d’eau au point qu’elle va exploser par rupture
de sa membrane plasmique, les organelles vont également étre dégradés, le noyau est quant a
lui dégradé de facon anarchique par les endonucléases libérées. Cette lyse cellulaire va
conduire au relarguage, dans le milieu environnant, du contenu cytoplasmique qui va
entrainer une réponse inflammatoire et affecter les tissus environnants.

En opposition a cette mort « désorganisée », le second moyen par lequel meurt une cellule est
I’apoptose qui est un processus de mort cellulaire programmée. Les cellules endommagées,
surnumeéraires ou potentiellement dangereuses pour 1’organisme, sont éliminées par apoptose.
C’est pour cela que ’apoptose est considérée comme essentielle au développement et au
maintien de 1’intégrité tissulaire. Les conséquences de 1’apoptose sur une cellule sont un
rétrécissement cellulaire, une fragmentation en vacuoles, une condensation de la chromatine,

une dégradation ciblée de I’ADN, un désassemblage d’organites cellulaires et une

N, N
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fragmentation nucléaire. Apparaissent, suite a ces étapes, les corpuscules apoptotiques.
L’élimination de la cellule apoptotique se concrétise par la phagocytose des corps
apoptotiques.

Un schéma descriptif de 1’apoptose et de la nécrose est représenté a la Figure 1.
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Figure 1 Schémas descriptifs de I’apoptose et de l1a nécrose.
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b) Les structures et les molécules d’adhérence
Les sites d’adhérence d’une cellule avec la matrice extracellulaire (MEC) ont été décrits il y a

maintenant pres de 30 ans ; ces découvertes ont été réalisées par des €tudes par microscopie
¢lectronique et des dtudes par « interference-reflection Microscopy » (Abercrombie,
Heaysman et al. 1971; Abercrombie and Dunn 1975; Izzard and Lochner 1976; Izzard and
Lochner 1980). Ces études ont montré que 1’adhérence des cellules a la matrice passe par
plusieurs structures allongées de petite taille (quelques micrometres) présentes au niveau de la

surface ventrale des cellules.

L’adhérence cellule-matrice extracellulaire joue un role important dans les processus
biologiques que sont la motilité cellulaire, la prolifération, la différenciation, la régulation de
I’expression de geénes et encore la survie cellulaire. Cette adhérence des cellules avec la
matrice extracellulaire est assurée par un ensemble de structures spécialisées que sont les
complexes focaux, les contacts focaux et encore les plaques fibrillaires d’adhérence. Dans ce
chapitre, je vais m’intéresser aux différentes structures d’adhérence citées, a leurs composants
structurels et aux mécanismes entrainant leur formation et leur régulation. De plus, je vais
m’attarder sur le phénomeéne de diapédeése, phénomene ou les lymphocytes développent des
capacités a adhérer, aussi je décrirai de nouvelles structures, les podosomes, qui peuvent étre

assimilées a des structures d’adhérence.

Un point commun a toutes les structures d’adhérence est leur interaction avec le cytosquelette
d’actine, aussi, les différentes structures peuvent étre classifiées par la nature des complexes
d’actine auxquelles elles sont associées. Une autre constante de ces structures est la présence
d’intégrines, protéines couplant la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine.

Les structures d’adhérence ne vont apparaitre qu’apres le premier contact entre la cellule et la
matrice extracellulaire; ces contacts sont réalisés par tout un éventail de molécules dites
d’adhérence. Ces molécules vont faire le contact, le stabiliser et enfin le maintenir. Parmi ces
molécules, on trouve les intégrines, ¢léments essentiels de toutes les structures d’adhérence
cellule-matrice extracellulaire, mais aussi d’autres molécules tels que les molécules de la
superfamille des Immunoglobulines, les Sélectines ou encore les Cadhérines impliquées dans

les structures d’adhérence cellule-cellule.
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(1) Apercu des molécules d’adhérence
(a) Les Intégrines

Les intégrines sont les molécules majoritairement impliquées dans I’interaction avec la
matrice extracellulaire, elles interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire
tels que le collagéne, la laminine, ou encore la fibronectine. Les intégrines forment des
hétérodimeres compose€s par une sous-unité a et une sous-unité . A ce jour, on dénombre 18
sous-unités o et 8 sous-unités B ce qui nous donne un grand nombre de combinaisons
possibles. Chacun des hétérodimeres va avoir une certaine spécificité pour un composant
donné de la matrice, a titre d’exemples, I'intégrine a;p; se lie préférentiellement a la
laminine, I’intégrine a,B; va plutot interagir avec la vitronectine ou la fibronectine quant a
I’intégrine asP; elle s’associe de préférence a la fibronectine.
Comme le suggere son nom, l’intégrine, va permettre |’interaction entre la matrice
extracellulaire et le cytosquelette d’actine. Aprés cette premicre interaction, les intégrines
vont se regrouper au niveau de la membrane pour créer une premicre ébauche de structure
d’adhérence.
I1 faut remarquer que les intégrines ne sont pas seulement des molécules de pontage entre la
MEC et le cytosquelette, mais constituent de véritables molécules de signalisation.
Je reviendrais par la suite sur cette fonction de signalisation et je développerais la
signalisation associée au phénomene d’anoikis (Frisch and Ruoslahti 1997; Giancotti and

Ruoslahti 1999).

(b) Les Cadhérines
Les interactions cellule-cellule sont assurées essentiellement par les Cadhérines (Patel, Chen

et al. 2003), ces molécules forment une superfamille de glycoprotéines transmembranaires.
On va trouver différentes sous-familles: les N-Cadhérines, les E-Cadhérines, les P-
Cadhérines,... toutes sont caractérisées en fonction de leur expression tissulaire spécifique.
Tout comme les intégrines, les cadhérines assurent un contact et sont aussi des molécules de

signalisation. Les cadhérines partagent certaines voies de signalisation avec les intégrines.

(¢) Les Sélectines
Les sélectines sont composées dans leur partie extracellulaire d’un domaine qui se lie aux

lectines (carbohydrates). Ce sont des molécules particulierement importantes pour établir
I’interaction entre les cellules lymphocytaires et les cellules endothéliales lors du phénomene

de diapédese. Il existe trois classes de sélectines: les L-sélectines importantes lors du
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phénomene de « homing » (migration des leucocytes au travers de I’endothélium vasculaire
vers leur tissu cible); les E-sélectines exprimées par les cellules endothéliales sont des
récepteurs liant les leucocytes, ces sélectines jouent un role dans la médiation de la réponse
inflammatoire ; et enfin les P-sélectines portées par les corps de Weibel-Palade endothéliaux

et a-granules plaquettaires (Ley 2001).

(d) Superfamille des Immunoglobulines
La superfamille des Immunoglobulines regroupe un ensemble de molécules d’adhérence dont

la structure est trés similaire a celle des immunoglobulines. Ce peut étre des molécules de
reconnaissance de I’antigéne par les lymphocytes (CD3, CD4, CDS), ce sont ¢galement des
molécules qui vont permettre I’interaction avec les cellules endothéliales. A titre d’exemple I-
CAM-1 et [-CAM2 exprimées par les cellules endothéliales sont reconnues par les intégrines
des leucocytes. Suivant leur localisation, on appelle ces molécules L-CAM (liver) pour les
cellules hépatiques, N-CAM pour les cellules neurales, I-CAM pour les cellules
inflammatoires et V-CAM pour les cellules vasculaires. (CAM: pour Cell Adhesion

Molecules).

(2) Les complexes focaux
Lorsque les cellules sont mises a adhérer sur une matrice, dans les minutes qui suivent, les

complexes focaux apparaissent. Ces structures sont des complexes de petite taille (environ
Ium et ponctiforme), elles sont localisées au niveau du front de migration dans le lamellipode
des cellules en migration ou a la périphérie des cellules stationnaires. Les complexes focaux
sont associés aux processus migratoires et sont considérés comme les précurseurs des contacts
focaux.

La régulation des structures d’adhérence est fortement liée a celle du cytosquelette d’actine. 11
faut souligner I’importance des GTPases dans la formation de ces structures, en particulier
Rac et Cdc42 concernant les complexes focaux (Nobes and Hall 1995; Rottner, Hall et al.

1999). Une forme constitutivement active de Rac entraine la formation des complexes focaux.

(3) Les contacts focaux
Les contacts focaux sont des structures plates et allongées, de forme ovoide, mesurant

quelques micrométres (2 a Sum). Les contacts focaux sont localisés a proximité de la
périphérie des cellules. Cette structure forme une véritable plateforme, constituée de
différentes protéines, qui va permettre d’interconnecter de facon ferme le cytosquelette

d’actine avec la matrice extracellulaire, cette structure est associée aux fibres de stress.
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La formation des contacts focaux résulte de la maturation des complexes focaux, cette
transition ferait suite a un changement de 1’équilibre de 1’activité des GTPases de la famille
Rho (Rac, Cdc42 et Rho) et suite a un changement dans 1’état de contractilité¢ des cellules
(Rottner, Hall et al. 1999). L’état de contractilité est régulé par la petite GTPase Rho et par
ses effecteurs ROCK et mDIA (Riveline, Zamir et al. 2001).

Les complexes focaux sont enrichis en intégrines mais aussi d’autres molécules de
signalisation telles que des protéines tyrosine kinases (FAK), des sérine-thréonine kinases
(PAK), des phosphatases (SHP-2). Ces structures sont décrites comme des méchanosenseurs
(Bershadsky, Ballestrem et al. 2006), les complexes focaux seraient de véritables senseurs

sondant leur environnement afin de réguler les processus dépendant de 1’adhérence cellulaire.

(4) Les structures fibrillaires d’adhérence
Les « structures fibrillaires d’adhérence» sont des structures reparties dans I’ensemble de la

cellule toujours au niveau ventral, ces structures sont allongées et connectées a la fibronectine.

(5) Les podosomes
Les podosomes sont des structures qui ont été découvertes il y a 25 ans (David-Pfeuty and

Singer 1980). IIs ne sont retrouvés que dans certains types cellulaires tels que les ostéoclastes
(Marchisio, Cirillo et al. 1984; Moreau, Tatin et al. 2003), macrophages/monocytes, cellules
dendritiques immatures, cellules musculaires lisses et cellules endothéliales (Marchisio,
Cirillo et al. 1984; Moreau, Tatin et al. 2003). On peut également trouver des podosomes dans
les fibroblastes transformés par une forme oncogénique de la kinase Src, ou dans des cellules
tumorales invasives ou ils sont souvent appelés invadopodes. Les podosomes sont constitués
d’un cceur riche en actine polymérisée (actine-F) entouré d’un anneau de vinculine (voir
Figure 2). Toujours présents sur la surface ventrale des cellules, ces structures ont un diametre
de 0,2 a 0,5 um et une épaisseur variant de 0,5 a 2 um, les podosomes peuvent &tre trouvés
sous forme individuelle ou regroupés, on parle alors de rosettes de podosomes.
Structurellement proches des contacts focaux, les podosomes sont néanmoins distinguables
aisément par le cceur d’actine tres spécifique de ces structures et par la présence de molécules
comme la gelsoline, Arp2/3, N-Wasp, des MMPs, la dynamine et la cortactine qui sont
absentes des contacts focaux. Comme dans les contacts focaux, nous allons retrouver des
intégrines, des protéines de signalisation : Fak, Src, Pyk2 mais aussi des petites GTPases

telles que RhoA ou Cdc42.
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La présence d’intégrines et les contacts étroits avec la matrice extracellulaire évoque un role
dans 1’adhérence cellulaire ainsi que la migration, et celle des MMPs dans I’invasion et la

dégradation de la matrice extracellulaire.
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Figure 2 Structure des podosomes. (a) Podosomes de macrophages visualisés par un co-marquage fluorescent
de la F-actine en rouge et de la vinculine en vert (b) Rosettes de podosomes marquée en rouge pour 1’actin-F et
en vert pour la dynamine-2. (c) Ceinture de podosomes dans les ostéoclastes, visualisée en vert par I’actine-F. (d)
Modele de I’organisation structurale d’un podosome individuel (coupe transversale). (Adapté d’apres Linder et
al 2003, et Buccione et al 2004)

Ces structures, complexes focaux, contacts focaux, plaques fibrillaires d’adhérence et
podosomes sont des plateformes de signalisation. La formation de ces structures est liée a
I’attachement de la cellule a un support (MEC), a la tension exercée par ce support
(Bershadsky, Ballestrem et al. 2006) et a I’association avec le cytosquelette d’actine. Une
modification de 1’état d’adhérence induit la perte des interactions des molécules d’adhérence,
une désorganisation du cytosquelette et les tensions exercées sur la cellule sont changées ; ces
événements aboutissent a la perte des structures d’adhérence et de ce fait a la perte de la

signalisation associée.



Introduction bibliographique

(6) L’adhérence lors de la diapédeése des lymphocytes
La diapédese se déroule lors du processus inflammatoire, elle correspond a la transmigration

des leucocytes au travers de I’endothélium. Les lymphocytes circulant vont lors de ce
phénomene passer par un état adhérent. La premicere étape débute par une interaction des
lymphocytes avec I’endothélium par I’intermédiaire des Sélectines ; s’ensuit une autre étape
qui permet d’établir une adhésion forte, cette étape est dépendante des intégrines et de
molécules de la superfamille des Immunoglobulines exprimées par les lymphocytes. Les
intégrines impliquées sont diverses : « leukocyte fonction-associated antigen-1 » LFA-1, a3,
MAC-1 (ou apnfB2) ces intégrines portées par les lymphocytes vont interagir avec des
molécules de la superfamille des Immunoglobulines tels que JAM1, VE-JAM ou JAM2,
ICAM-1,-2 et-3, VCAM, ... Parmi les les molécules de Ila superfamille des
Immunoglobulines exprimées a la surface des lymphocytes on trouve par exemple JAM3
molécule de la famille JAM (Junctional Adhesion Molecule). L expression et la localisation

des molécules d’adhérence sont les facteurs qui régulent 1’adhérence.
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¢) Rales et mécanismes de I’anoikis :

(1) Role dans I’homéostasie tissulaire
L’anoikis est une « forme » d’apoptose qui tient un réle important dans le développement et

le maintien de 1’homéostasie tissulaire chez un organisme. Par exemple, lors de
I’embryogenese chez les vertébrés, la perte de contact avec la matrice extracellulaire des
cellules de I’endoderme va permettre 1’étape de cavitation (Coucouvanis and Martin 1995).

D’autres exemples de régulation de 1’homéostasie tissulaire impliquant 1’anoikis peuvent étre
cités ; ’anoikis serait importante pour la formation de 1’épiderme (Tamada, Takama et al.

1994), aussi lors de I’involution des glandes mammaires (Li, Liu et al. 1997).

(2) Role dans I’oncogenese, pathologies diverses
Dans la recherche en oncologie, 1’étude du processus métastatique est d’une importance

cruciale, en effet, la dissémination métastatique est considérée comme 1’événement létal dans
la majorité des cancers. Les cellules cancéreuses métastatiques circulant dans 1’organisme ne
sont plus dépendantes d’un ancrage a la matrice extracellulaire car elles sont devenues
résistantes a I’anoikis (Ruoslahti and Reed 1994). L’acquisition d’une résistance a I’anoikis
est une étape critique dans la transformation métastatique d’une tumeur. La dérégulation
d’oncogenes tels que Rac, Src, Ras ou encore Akt ou de suppresseurs de tumeur PTEN, P53
pour ne citer que ceux-1a, rend les cellules résistantes a 1’anoikis (Khwaja, Rodriguez-Viciana
et al. 1997; Nikiforov, Kwek et al. 1997; Coniglio, Jou et al. 2001).

D’autres pathologies peuvent étre liées au phénomene d’anoikis. Dans certaines maladies de
peau, tels que le pemphigus vulgaire (bulles a I’intérieur de 1’épiderme), les kératinocytes
entrent en apoptose, par anoikis, suite a la perte des contacts cellule-cellule (Gniadecki, Jemec

et al. 1998).

(3) Mécanismes mis en jeu lors de I’anoikis
Les intégrines sont les premicres molécules qui distribuent des signaux de vie s’il y a une

bonne adhérence cellulaire mais dans les phénoménes d’anoikis beaucoup d’autres voies
peuvent étre affectées. La cellule compose avec une multitude de senseurs pour la renseigner
sur son ¢tat d’adhérence, ces senseurs peuvent étre les molécules d’adhérence directement
lides a la matrice extracellulaire ou bien les molécules impliquées dans la liaison cellule-
cellule ou encore les senseurs peuvent étre au niveau de la structure du cytosquelette d’actine

(complexes focaux, contacts focaux, podosomes).
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Une modification de la forme de la cellule par modification du cytosquelette ou bien par une
modification des forces contractiles exercée sur elle, peut entrainer une signalisation qui va
aboutir a I’activation du programme de mort cellulaire, par ailleurs une perte des contacts
cellule-MEC ou cellule-cellule peut également aboutir a 1’activation de 1’apoptose. Tous ces
mécanismes sont intimement liés car il est facile d’imaginer que si une cellule perd ses
contacts cellulaires cela conduit & une modification de la forme de la cellule par changement
de structure du cytosquelette et aussi une modification des forces contractiles exercée par
I’environnement.

Pour I’anoikis il est donc impossible de décrire une voie spécifique responsable de I’induction
de ’apoptose, je vais résumer les événements et cascades de signalisation qui peuvent &tre
activés apres un détachement anormal d’une cellule, sans vraiment pouvoir relier ces cascades
a un événement particulier : pertes des structures d’adhérences, modification du cytosquelette

ou modifications des forces contractiles.

(a) Raéle des intégrines :
Parmi cette grande famille des intégrines, quelles sont celles qui sont effectivement

nécessaires a la transmission des signaux de survie cellulaire ? Beaucoup d’études ont été
menées sur ce sujet et il apparait qu’il n’y a pas une seule intégrine impliquée dans la survie
mais plusieurs.

Les intégrines envoient des signaux de survie, le détachement de la cellule de son support va
perturber la distribution de cette signalisation de « survie ». La signalisation par les intégrines
implique de trés nombreuses molécules, on retrouve ainsi des kinases associées aux intégrines
tels que les protéines FAK (pour Focal Adhesion-Kinase) ou ILK (pour Integrin-Linked
Kinase). Quand I’intégrine est engagée dans une liaison avec la matrice, la protéine FAK va
venir s’associer a l’intégrine, s’ensuit alors son activation par phosphorylation, puis le
recrutement d’autres protéines de signalisation. La signalisation induite par la protéine FAK
conduit a I’inhibition de I’apoptose (Hungerford, Compton et al. 1996; Xu, Owens et al. 1996)
et cette signalisation se fait par I'intermédiaire de différentes voies. Par exemple, dans des
fibroblastes (Xia, Nho et al. 2004), suite a I’interaction integrine-MEC, la protéine FAK est
activée induisant en réponse ’activation de la PI3K via son interaction avec la sous-unité P85
(Chen and Guan 1994) et de la protéine Akt ; la conséquence de I’activation de cette voie est
une protection vis-a-vis de 1’apoptose. FAK permet également d’activer la voie ERK
(Schlaepfer and Hunter 1997) mais aussi la voie JNK (Almeida, Ilic et al. 2000) ; FAK permet

ainsi la propagation de signaux anti-apoptotique (Manohar, Shome et al. 2004)
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Il apparait que la protéine Akt est capitale dans les mécanismes de survie cellulaire puisque
beaucoup de signaux convergent vers cette protéine. Le role de la protéine Akt dans les
mécanismes de survie sera davantage documenté dans le chapitre destiné a la description de la
protéine Akt.

Une autre voie de signalisation des intégrines indépendante de FAK et d’ILK est proposée,

elle est dépendante de la protéine adaptatrice Shc et permet d’activer la voie ERK.

(b) Réle du cytosquelette :
Si ’on compare le cytosquelette d’une cellule adhérente a celui d’une cellule en suspension

on observe de profonds changements structurels. De nombreuses molécules impliquées dans
la régulation de la survie cellulaire, activatrice ou inhibitrice de I’apoptose, sont liées au
cytosquelette d’actine ou aux microtubules (voir Figure 3). Une désorganisation du
cytosquelette va permettre la perte d’interaction de ces molécules. Ces molécules, lorsqu’elles
sont activatrices de I’apoptose, vont entrainer une signalisation conduisant a I’anoikis. Il
existe des connections entre la voie JNK et le cytosquelette, une déstructuration du
cytosquelette entraine une activation de la voie JNK qui a alors un effet pro-apoptotique. Un
autre exemple est celui de la protéine Bmf qui est associée au cytosquelette d’actine, apres
détachement des cellules de leur support, le cytosquelette d’actine est désorganisé et Bmf et
relarguée dans le cytosol ou elle va interagir avec Bcl-2 et I’inhiber et donc stimuler
I’apoptose (Puthalakath, Villunger et al. 2001). Il existe un lien également avec le réseau de
microtubules. La protéine Bim s’associe a ce réseau ; la destructuration des microtubules
induit par un détachement anormal des cellules a leur support induit le relarguage de Bim
dans le cytosol ou cette derniére va induire la libération du cytochrome C par les

mitochondries et le processus apoptotique (Tong, Ji et al. 2005).
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Figure 3 Altérations du cytosquelette impliquées dans I’anoikis. En (a) sont représentées des cellules
adhérentes et (b) des cellules en suspension. L’altération du cytosquelette va entrainer la libération de certaines
molécules qui jusqu’alors étaient séquestrées par le cytosquelette ou par les microtubules. Ainsi Bmf et Bim
libérée de leur interaction avec respectivement le cytosquelette d’actine et les microtubules vont permettre in fine
la libération du cytochrome c et de ce fait enclencher le processus apoptotique (Adapté d’apres (Frisch and
Screaton 2001).
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(c¢) Role des GTPases et Akt
Les Rho GTPases ont été montrées comme étant des acteurs dans la transformation tumorale

tout comme la protéine Akt. Rac et Cdc42 sont impliquées dans le phénomene d’anoikis, la
surexpression d’une forme active de Rac permet de sauver des cellules épithéliales de
I’anoikis par 1’activation des voies NFxB, ERK et Akt (Coniglio, Jou et al. 2001). De méme,
la surexpression de formes mutées a caractére dominant négatif des protéines Rac et Cdc42
mime la perte d’adhérence (Zugasti, Rul et al. 2001), cette voie fait intervenir la protéine Akt.
Les GTPases Rac et Cdc42 en amont d’ Akt activeraient cette dernicre via la syntheése de PIP3
suite a 1’activation de la PI3K. L’activation de la PI3K par ces GTPases a été montrée in-vitro
(Zheng, Bagrodia et al. 1994; Tolias, Cantley et al. 1995), cette activation reste a démontrer
in-vivo. Aussi nous ne connaissons toujours pas le mécanisme par lequel la PI3K est activée

par ces GTPases.
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2. LaPI3K

a) Les Phosphoinositides kinases
Les phosphoinositides kinases forment une classe d’enzymes permettant 1’ajout d’un

groupement phosphate sur les phosphoinositides. Les membres de cette famille de protéines
sont classés en fonction de la position, sur le cceur inositol, sur laquelle sera ajouté le
groupement phosphate. Le cceur inositol peut étre phosphorylé sur les positions 3° ; 4’ et 57 ;
Au départ, 1’é¢tude des phosphoinositides s’est concentrée sur la conversion du
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PtdIns(4,5) P,) en diacylglycerol (DAG) et en inositol-
1,4,5-triphosphate (IP3) ; réaction catalysée par la phospholipase C (PLC), elle va conduire
in-fine a D’activation de la Protéine Kinase C (PKC). Quelques années plus tard, des
chercheurs ont montrés que les PtdIns(4,5) P, pouvaient étre phosphorylés en position 3’ par
une Phospholnositide 3-Kinase pour former dans ce cas un PtdIns(3,4,5) P3 ou PIP3 (voir
Figure 4).

Les roles physiologiques des phosphoinositides sont variés. Considérés comme des second

messagers, ils vont intervenir dans de multiples processus cellulaires.
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Figure 4 Synthése des Phospholnositides. Adapté d’aprés (Kanaho and Suzuki 2002).
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b) Les membres de la famille des Phosphoinositides 3 kinases
Une activité Phosphatidylinositol kinase a été découverte il y a prés de 20 ans, en 1984

(Sugimoto, Whitman et al. 1984). Elle a été trouvée associée a des oncogenes tel que Src
(Sugimoto, Whitman et al. 1984), Abl, ou a ’antigéne moyen T (mT) des virus de polyome
(Whitman, Kaplan et al. 1985; Fukui, Kornbluth et al. 1989). Aussi, cette activité a été mise
en évidence dans des complexes comprenant les récepteurs de facteurs de croissance, tel que
le PDGF (Kaplan, Whitman et al. 1987; Auger, Serunian et al. 1989). C’est en 1988
(Whitman, Downes et al. 1988) qu’on a montré que cette activité Phosphatidylinositol kinase
permettait la phosphorylation en position 3°’OH d’ou le nom qu’on 1’on connait aujourd’hui :
Phosphoinositide 3 kinase ou « PI3K ».

Cette activité a été retrouvée dans I’ensemble des cellules eucaryotes. L’activité de la PI3K
est impliquée dans de trés nombreux processus cellulaires notamment la régulation de la
survie cellulaire, I’entrée dans un cycle cellulaire, la prolifération, la croissance cellulaire et
encore le trafic vésiculaire.

De nombreux déréglements de 1’activité PI3K sont sources de pathologies (Wymann and
Marone 2005), c’est le cas de certaines allergies (Wymann, Bjorklof et al. 2003), de maladies
cardiaques (Oudit, Sun et al. 2004) ou encore dans certains types de cancers (Samuels and
Ericson 2006). La PI3K est impliquée dans la signalisation de I’insuline, un déréglement de
I’activité de la PI3K est la cause de nombreux diabetes de type2 (Hansen, Andersen et al.

1997, Barroso, Luan et al. 2003).

Il existe 8 différentes sous-unités catalytiques qui ont conduit a créer 3 groupes distincts. Ces
3 groupes ont été créés sur la base des homologies de séquence, de spécificité de substrats et
de l’association différentielle avec des sous-unités régulatrices. Ces différentes classes sont

présentées par la suite.

(1) Les Phospholnositides 3 kinases de classe I
Cette classe de PI3K est composée de quatre sous-unités catalytiques: P110a, P110B, P1105

et P110y. Structurellement trés proches, ces quatre protéines ont aussi une spécificité
identique pour les substrats, elles vont induire la phosphorylation en position 3’OH sur les
PtdIns, PtdIns(4)P; et enfin le substrat préférentiel, le PtdIns(4,5) P».

Les PI3Ks de classe I sont plutdt cytosoliques, elles deviennent majoritairement

membranaires suite a un stimulus.
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Leur action va s’effectuer principalement au niveau de la membrane plasmique mais elle peut
également étre trouvée au niveau des vésicules membranaires ou encore au niveau de la
membrane nucléaire.

Cette classe est subdivisée en deux sous-classes : classe Ia et classe Ib. La classification a été

¢élaborée en fonction des partenaires de régulation et en fonction des mécanismes d’activation.

(a) Classe Ia
Classe composée de 3 sous-unités régulatrices : P110a, P110B et P1105. Ces protéines vont

interagir avec une sous-unité régulatrice P85.

(b) Classe Ib
Cette classe ne dénombre qu’une seule sous-unité catalytique P110 y associée a une sous-

unité régulatrice P101. L’activation de cette classe passe par les protéines G
hétérotrimeriques. Cette classe de molécules joue un role important dans des processus tels

que les allergies, I’inflammation ou encore la contraction cardiaque.

(2) Les Phospholnositides 3 kinases de classe I1
I1 existe trois représentants de cette classe chez I’homme et chez les mammiféres en général.

Chez I’homme on trouve les trois genes: PI3KC2a, PI3KC2p et PI3KC2y.

Les membres de cette classe sont quasi-exclusivement retrouvés associés aux membranes
qu’elles soient plasmiques, vésiculaires ou encore nucléaires.

Cette classe est certainement la moins bien caractérisée. Les substrats préférentiels, in vitro,
sont le PtdIns(4) et le PtdIns. Ces enzymes répondent a différents stimuli que sont: la
signalisation via les intégrines, les facteurs de croissance, les chémokines. Le mécanisme
d’activation n’est pas bien connu, il dépend de plusieurs événements comme la
phosphorylation sur des tyrosines ou un recrutement de protéines adaptatrices (Grb2,
clathrine).

Un point remarquable est I’absence de sous-unité régulatrice, la régulation de 1’activité serait
alors assurée par les domaines présents aux extrémités carboxy-terminale et amino-terminale,

ces domaines seraient impliqués dans des interactions avec des lipides et ou protéines.

(3) Les Phospholnositides 3 kinases de classe I11
Le représentant le plus connu de cette classe est certainement Vps34, protéine de levure dont

chaque eucaryote en possede un homologue. Les molécules de cette classe III permettent la
phosphorylation des Phosphatidylinositol (Ptdins). Vps34 est associée a une sous-unité
régulatrice d’environ 150 Kda : VPSI15 chez la levure ou PIK3R4 chez ’homme. La sous-



Introduction bibliographique

unité¢ régulatrice posseéde une activité protéine sérine kinase intrinseque indispensable a
I’activité de Vps34. Les fonctions de cette classe de molécules concernent le trafic vésiculaire.
Ainsi, il a été montré que Vps34 permet la fusion des endosomes. Elle serait aussi impliquée

dans I’autophagie, la formation des phagosomes et le transport vers la membrane nucléaire.
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¢) Définition et structure de la PI3K de classe Ia

(1) Sous-unité catalytique P110
Les sous-unités catalytiques P110a et P110f sont exprimées dans tous les types cellulaires au

contraire de la sous-unit¢ P110d qui est préférentiellement exprimée dans les cellules
hématopoiétiques. Structurellement ces trois protéines sont trés proches. Les trois isoformes
P110 contiennent depuis leur extrémité amino-terminale un domaine de liaison a P85 suivi
d’un site d’interaction avec Ras (sous sa forme GTP). On trouve ensuite un domaine C2 liant
les phospholipides (de fagon calcium dépendante), une région « PIK homology » (région
conservée dans la famille PI3K et PI4K et chez d’autres protéines telles que DNA-PK, mTor

ou ATM). Enfin, le domaine catalytique est trouvé en position carboxy-terminale.

e -0 D

Figure 5 Sous-unité catalytique P110. P85 BD : domaine de liaison a P85, Ras BD : domaine de liaison a Ras,
domaine C2, domaine PIK, Kinase : domaine a activité catalytique.

(2) Sous-unité régulatrice P85
I1 est fréquent de trouver le terme « P85 » utilisé comme raccourci pour nommer les sous-

unités régulatrices de la PI3K de classe Ia. Dans ce manuscrit, dans la partie résultats, on
trouvera donc le terme P85, mais ce dernier n’impliquera vraiment que les deux isoformes

P85a et P85.

On dénombre 5 isoformes de la sous-unité régulatrice de la PI3K : P85a, P50a, P55a, P85 et
P55y. Le géne PIK3R1 code pour les trois variants d’épissage : P85a, P50a et P55a, le gene
PIK3R2 code pour I’isoforme P85f et enfin le troisieme géne PIK3R3 code pour 1’isoforme
P55y (voir Figure 6). Structurellement trés proches, ces 5 isoformes partagent un certain
nombre de domaines protéiques. Cependant, il est intéressant de remarquer que chez la
mouche Drosophila melanogaster ou bien chez le ver Caenorhabditis elegans on ne trouve
qu’une seule isoforme de la sous-unité¢ régulatrice et cette isoforme est structurellement
proche des isoformes P50a et P55, ceci laisse suggérer que les isoformes P85 a et  seraient

apparus a un stade d’évolution plus tardif et rempliraient donc de nouvelles fonctions.
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Figure 6 Apercu schématique des différentes sous-unités régulatrices de la PI3K de classe Ia.
P1 et P2 signifie boite riche en proline, iSH2 pour inter-SH2, N-SH2 pour SH2 NH2-terminal, C-SH2 pour SH2
COOH-terminal, BH pour Ber Homology. P55a et P50 a ont respectivement en position NH2-terminale 34
(boite jaune) et 6 acides aminés (boite rouge). La boite NH2 terminale de P55y est similaire a celle de P55a.
Figure tirée d’article (Okkenhaug and Vanhaesebroeck 2001).

(a) Structures des isoformes P85a et P85
La sous-unité régulatrice est composée de multiples domaines, ainsi on trouve en position

amino-terminale un domaine SH3 (Src Homolgy domain 3) suivi de deux boites riches en
prolines P1 et P2 entourant un domaine nommé BH pour BCR Homolgy (BCR pour
Breakpoint Cluster Region), enfin, du c6té carboxy terminal on trouve deux domaines SH2

(Src Homolgy domain 2) qui ceinturent le domaine inter-SH2 (i-SH2) (voir Figure 7).

BOITES RICHES
EN PROLINE

DOMAINL N-SHZ2

DOMAINE C SH2

BCR HOMOLOGY DOMAIN

Figure 7 Description de P85, sous-unité régulatrice de la PI3K de classe Ia.
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e Domaine SH3 :
Le domaine SH3 n’est présent que dans les isoformes les plus longs : P85a et P85B. Les
domaines SH3 sont en général impliqués dans des interactions avec d’autres protéines et ont
une affinité particuliere pour les motifs protéiques riches en proline. Le domaine SH3 a été
montré interagir avec de nombreuses protéines tels que Crk, Ruk, Dynamin, CMS, p130CAS,
synapsin (Harpur, Layton et al. 1999; Kirsch, Georgescu et al. 1999; Gout, Middleton et al.
2000; Li, Stupack et al. 2000; Onofri, Giovedi et al. 2000; Gelkop, Babichev et al. 2001;
Harrison-Findik, Misra et al. 2001; Ren, Bolton et al. 2005; Ren, Xue et al. 2005) ; ces
interactions joueraient sur la régulation de la PI3K.

® Boites riches en proline PI et P2 :
Les sous-unités régulatrices contiennent toutes une boite riche en prolines (P2), quant aux
isoformes P85a et P85P elles ont une boite riche en prolines (P1) supplémentaire. Ces motifs
riches en proline ont une affinité pour les domaines SH3, ils permettraient des interactions
protéiques. De plus, il a été suggéré que la boite P1 d’une molécule de P85a permettrait
d’établir une homodimérisation via son association avec le domaine SH3 d’une autre
molécule de P85a (Harpur, Layton et al. 1999).
Au sein de I’isoforme P85, on note la présence d’une boite riche en prolines supplémentaire
absente dans P85a. Son rdle dans la régulation de P85p reste a établir.

o Domaines SH2 ; N-SH2 et C-SH?2 :
Les deux domaines SH2 : N-SH2 et C-SH2 sont impliqués dans le recrutement de la PI3K au
niveau des récepteurs de facteurs de croissance tel que le PDGF. Ce recrutement passe par
I’interaction des domaines SH2, ces derniers ayant une forte affinité pour les
phosphoprotéines. Le motif reconnu par ces deux domaines SH2 est de type : Tyr(P)-X-X-
methionine (YXXM) (ces séquences sont retrouvées au niveau du récepteur au PDGF activé).
Ces domaines sont donc tres importants dans 1’activation de la PI3K, puisqu’ils permettent la
localisation de I’enzyme a proximité de ses substrats.
Ces domaines n’auraient pas qu’un réle dans la translocation de la PI3K ; en effet, il a été
proposé que ces domaines soient importants pour 1’inhibition de 1’activité catalytique de
P110. L’inhibition du complexe P110-P85 résulterait du repliement conformationnel des
domaines SH2, repliement dépendant de I’interaction avec les phosphopeptides. Je
développerai davantage cette partie dans la section dédiée aux régulations de P85.
Les domaines SH2 seraient donc trés importants dans la régulation de 1’activité de la PI3K ;

des mutations ou délétions de ces domaines ont d’ailleurs été montrées comme des éléments
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déclenchant 1’oncogénicité de la PI3K (Janssen, Schleithoff et al. 1998; Jimenez, Jones et al.
1998; Borlado, Redondo et al. 2000; Jucker, Sudel et al. 2002).

e Domaine Inter SH2 :
Le domaine inter-SH2 est le domaine qui permet la dimérisation avec la sous-unité P110, il
interagit avec le domaine de liaison a P85 présent en position amino-terminale de P110.

e Domaine BH :
P85 fait partie d’une famille de protéines qui contiennent un domaine RhoGAP, ce domaine
est aussi appelé Domaine BH pour BCR (Breakpoint Cluster Region) Homology. Un
domaine RhoGAP interagit avec les GTPases de la famille Rho et permet leur inactivation en
favorisant leur activité GTPasique et donc I’hydrolyse de leur GTP.
Le domaine BH de I’isoforme P85a a été montré interagissant avec les petites GTPases Rac et
Cdc42 (Zheng, Bagrodia et al. 1994; Tolias, Cantley et al. 1995). Cependant, I’activité
RhoGAP portée par ce domaine BH est controversée. Il a d’abord été montré que le domaine
BH ne portait pas d’activit¢ RhoGAP et donc ne stimulait pas 1’activité GTPasique des
GTPases (Musacchio, Cantley et al. 1996). Toutefois, le groupe de Anderson a pu montrer
récemment que P85 peut stimuler I’activité GTPasique des GTPases de la famille Rab ainsi
que des GTPases Rac et Cdc42 par I’intermédiaire du domaine BH (Chamberlain, Berry et al.
2004).

L’équipe qui a résolu la structure du domaine BH a identifié un site putatif responsable
de la fixation des petites protéines G. En alignant les séquences des domaines BH de diverses
molécules, il apparait que 3 acides aminés, trés bien conservés dans la famille des domaines
BH, se trouvent exposés au niveau d’un domaine particulier : le « four helix bundle ». Ces
acides aminés Arg-151, Lys-187, Pro-270 plutot de nature hydrophobe se trouvent dans un
contexte également hydrophobe. Cette poche fortement hydrophobe constituée de ces 3 acides
aminés trés conserves, constituerait le site de liaison aux petites protéines G. D’autres acides
aminés sont aussi conservés dans la famille BH, mais ces derniers sont plutot dispersés dans
le domaine et ne forment pas un ensemble, ils sont certainement impliqués dans le maintien
de la structure.

L’association de P85 aux GTPases n’est en fait établie que pour I’isoforme alpha.
Concernant P85, seule une publication (Vastrik, Eickholt et al. 1999) met en évidence
’association entre un peptide correspondant aux acides aminés 17-32 de la protéine Rac et le
domaine BH de P85 ; par la méme approche et avec un peptide correspondant a la région 17-
32 de Cdc42, les auteurs ont pu montrer 1’association de « Cdc42 » a P85B. S’agissant de

P85pB, il n’y a donc a ce jour pas de réelle démonstration de cette interaction.
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Figure 8 Domaine BH de P85 alpha généré a partir du logiciel Cn3D, donnée de la structure obtenue d’apres

(Musacchio, Cantley et al. 1996).

Le domaine BH est donc intéressant par sa capacité a fixer les petites GTPases Rac,
Cdc42 et certaines protéines de la famille Rab, le role de cette interaction reste a définir.
Ce domaine commence a I’acide aminé 105 jusqu’au 319. Dans la littérature, on peut trouver
des tailles différentes pour le domaine BH. Il semble cependant que dans son intégralité le
domaine BH doive contenir au minimum les 8 hélices alpha le composant. La structure du
domaine BH a été résolue par cristallographie en 1996 (Musacchio, Cantley et al. 1996). Le
domaine BH peut étre divisé en deux sous-domaines : le premier sous-domaine est composé
par les hélices oA, aB, oF et oE. oA et aB ainsi que oF et oE forment une structure en épingle
a cheveux qui vont venir se compacter parallelement pour former le coeur central de ce
domaine et a I’extérieur de ce cceur on va retrouver une structure en épingle a cheveux formée
par les hélices aC et aD qui va venir plaquer I’hélice aG contre le coeur du domaine du coté
des hélices aE et aF. Le cceur forme une structure nommée « four-helix bundle » cet
assemblage de 4 hélices alpha auraient un rdle dans les interactions protéines-protéines
(Kohn, Mant et al. 1997). Des structures similaires sont décrites pour permettre des

homodimeérisations.

Le cristal du domaine BH de P85a contient deux monomeres, bien que le peptide utilisé ici
contienne une boite riche en proline, ce dernier ne contient pas le domaine SH3, ce qui nous
permet d’exclure que la dimérisation passe par 1’interaction Proline-SH3. Il semble donc que
le domaine BH puisse s’homodimériser dans ces conditions, cette observation faite a partir du

cristal a pu étre confirmée par la suite. L’équipe de Michael Waterfield (Harpur, Layton et al.
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1999) a étudié les interactions intermoléculaires de la protéine P850 et a montré une
homodimérisation due au domaine BH. Ils ont pu montrer des homodimérisations dues aux
interactions des domaines SH3 avec les boites Proline. Une homodimérisation du domaine
BH pourrait étre un élément régulateur de 1’activité¢ de la PI3K. Ainsi ’homodimérisation
pourrait avoir un effet « activateur » sur la PI3K, les hétérodimeres P110-P85 pourraient
s’accumuler dans une zone donnée via ’interaction P85-P85 et stimuler de ce fait la synthese
de PIP3. Néanmoins il n’existe pas a ce jour d’études concernant le réle de la dimérisation de

P85 et son impact sur la régulation de la PI3K.

(b) P85a/P85p, deux isoformes aux fonctions
redondantes ?

Les deux isoformes P85a et P85B sont structurellement trés proches. L’alignement des
séquences des deux isoformes, montre une homologie de séquence de 69.6% (et une identité
de 57.3%) pour la protéine entiere (alignement réalisé par le programme AlignX du logiciel
Vector NTi). Le seul site d’hétérogénéité entre ces deux isoformes vient du domaine BH ; en
effet, si on refait un alignement de séquence, mais cette fois ci sans tenir compte du domaine
BH (pour P85a acide aminé 110 a 302 et pour P85 106 a 289), on obtient alors une
homologie de séquence de 79.5% (et une identit¢ de 67.9%). Enfin, si on compare les
domaines BH des deux isoformes, on montre que ces domaines sont peu conservés puisqu’ils
ne partagent que 43.8% d’homologie avec seulement 29.9% d’identité (Voir Figure 9). Ce

domaine BH pourrait permettre d’apporter des spécificités de fonctions.
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Figure 9 Alignement de séquence des sous-unités régulatrice P85a (P129387) et B (000459) d'origine
humaine. Alignement réalisé avec le programme MultuiAlin ("Multiple sequence alignment with hierarchical
clustering")

e Similitudes entre les deux isoformes :

Les deux isoformes P85a et P85 proches structurellement ont également des
fonctions identiques, ainsi il a été¢ montré que ces deux isoformes sont capables d’étre des
modulateurs de la voie de signalisation de I’insuline. La perte de 1’'une ou 1’autre des deux
isoformes conduit a une hypersensibilité a 1’insuline (Terauchi, Tsuji et al. 1999; Ueki,
Fruman et al. 2003). Aussi ces deux isoformes ont des fonctions essenticlles et
redondantes lors du développement (Brachmann, Yballe et al. 2005). Ces exemples

montrent que ces deux protéines peuvent occuper des fonctions identiques.

e Différences entre les deux isoformes :

0 Il n’existe pas d’analyse comparative des différents interactants pour chaque
sous-unité, la plupart des études portent sur I’isoforme P85a. A ce jour, il n’a pas

été mis en évidence une spécificité d’interaction pour I’une des deux isoformes.

0 P85a et P85B ont un profil d’expression différent ; les membres de 1’équipe de
Michael Waterfield ont pu montrer la premicre différence entre ces deux
isoformes non pas au niveau de la capacité d’activer la PI3K mais sur leur profil
d’expression (Otsu, Hiles et al. 1991). Les auteurs de cet article ont proposé
d’apreés leurs résultats, que l’isoforme beta serait exprimé seulement a 10%
comparé a I’isoforme alpha, dans leur modele d’extraits de cerveau de rats. On

peut suspecter que ce ratio n’est pas conservé dans I’ensemble des types
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cellulaires et que ce ratio peut également fluctuer en fonction de 1’état

d’activation des cellules (Okamoto, Namikawa et al. 2004).

Il existe des données montrant des différences de fonction entre ces deux
isoformes. Il a été montré que P85P était phosphorylée sur des résidus thréonine
suite a la stimulation du TCR (T Cell Receptor) alors que le profil de
phosphorylation de P85a restait inchangé (Reif, Gout et al. 1993); aussi des
cellules T, issues des souris KO pour le géne codant pour P85, une fois stimulées
par le TCR, ont un phénotype hyperprolifératif ; les cellules B issues des mémes
souris n’ont quant a elles pas de phénotype particulier. Aussi la délétion du gene
codant pour P85a n’entraine pas de phénotype particulier chez les cellules T,
alors que cette délétion entraine de séveres défauts dans le développement et la
prolifération des cellules B (Fruman, Snapper et al. 1999; Suzuki, Terauchi et al.

1999).

(3) Les inhibiteurs des PI3K

Il existe deux types d’inhibiteur des PI3K, on trouve la wortmannine ainsi que le LY294002

Ces inhibiteurs bloquent 1’activité lipide kinase de ces enzymes, (Wortmannine, ICsp=4.2nM ;

LY294002, ICso=1.4uM).

La wortmannine est un inhibiteur non compétitif et irréversible; il interagit de facon
covalente avec la lysine 802 présente dans le site de liaison de P110 (isoforme alpha
dans ce cas), ce résidu trés conservé dans la famille des Phospholnositides kinases est
indispensable a I’activité catalytique.

Le LY294002 est un inhibiteur compétitif et réversible.

Ces deux inhibiteurs sont trés largement employés pour montrer I’implication des PI3K dans

certaines réponses cellulaires, cependant il faut garder a I’esprit que ces inhibiteurs ne sont

pas spécifiques aux PI3K de classe I puisqu’ils inhibent également d’autres enzymes tels que

les PI3K de classe II et III, certaines PI4K, mTor et DNA-PK ; d’ou la nécessité d’obtenir des

inhibiteurs spécifiques pour chaque classe ou pour chaque isoforme (Knight, Gonzalez et al.

2006). Ainsi il apparait sur le marché de nouvelles molécules ciblant spécifiquement certains

isoformes. A titre d’exemple on trouve les composés PIK-90, PI-103 et PIK-75 pour
P110a (Knight, Gonzalez et al. 2006); la molécule TGX-221 pour P110p (Jackson,
Schoenwaelder et al. 2005); AS-252424 et IC87114 pour P110y (Sadhu, Masinovsky et al.
2003; Condliffe, Davidson et al. 2005); les molécules AS-604850 et AS-605240 pour P110¢
(Camps, Ruckle et al. 2005).
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(4) Activation des PI3K de classe Ia et leurs fonctions
(a) Activation des PI3K Ia.

La régulation de la PI3K de classe la passe par la sous-unité régulatrice, celle-ci va permettre
la relocalisation du complexe a la membrane a proximité de ses substrats. Cette relocalisation
passe par l’interaction de la sous-unité régulatrice avec les récepteurs a activité¢ tyrosine
kinase, en effet par I’intermédiaire de ses domaines SH2 la sous-unité régulatrice va se lier
aux tyrosines phosphorylées au niveau des récepteurs.
Une autre fonction essentielle de la sous-unité régulatrice est la stabilisation de la protéine
P110 labile a 37°C; en contrepartic de cette stabilisation, I’interaction de la sous-unité
régulatrice avec P110 entraine une inhibition de la PI3K (Yu, Zhang et al. 1998). C’est une
inhibition conformationnelle exercée par les domaines SH2 (Shekar, Wu et al. 2005) qui va
étre levée par la liaison aux récepteurs.
D’autre part, de nombreux facteurs de croissance permettant I’engagement des domaines SH2
de P85 au niveau du récepteur, permettent ¢galement 1’activation de la GTPase Ras. Cette
GTPase induit I’activation de la PI3K par interaction avec P110 (Rodriguez-Viciana, Marte et
al. 1996).
L’activit¢ de la PI3K peut étre également régulée par un changement de 1’état de
phosphorylation de la protéine P85. Il est montré que P85a est phosphorylée sur la tyrosine
688 par la protéine Lck (famille Src) ou bien par la protéine Abl (von Willebrand, Williams et
al. 1998). Cette phosphorylation présente dans le domaine C-SH2 permet 1’interaction avec le
domaine N-SH2 (interaction intramoléculaire ou intermoléculaire) et permet 1’activation de la

PI3K (Cuevas, Lu et al. 2001).

(b) Fonctions des PI3K Ia.
Fonctions liées a activité PI3K

I1 est montré qu’une dérégulation de la PI3K correle avec 1’apparition de cancers (Vivanco
and Sawyers 2002). Les niveaux de PIP3 augmentent suite a la transformation induite par des
oncogenes tels que v-src ou I’antigéne moyen T (mT) des virus de polyome (Whitman,
Kaplan et al. 1985). Il existe aussi des oncogeénes dérivant des sous-unités catalytiques
(Shayesteh, Lu et al. 1999; Bachman, Argani et al. 2004; Broderick, Di et al. 2004; Campbell,
Russell et al. 2004; Samuels, Wang et al. 2004) ou régulatrices (Jimenez, Jones et al. 1998;
Borlado, Redondo et al. 2000; Luo and Cantley 2005; Shekar, Wu et al. 2005). Il est

également observé des dérégulations des protéines qui contrecarrent les effets des PI3K. Ainsi
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PTEN, suppresseur de tumeur, est trouvée mutée dans de nombreux cancers (Cantley and
Neel 1999; Parsons 2004).

Enfin parmi les effecteurs des PI3K, on trouve la protéine Akt, protéine impliquée dans les
mécanismes de survie cellulaire.

Les fonctions des PI3K concernent également la signalisation de 1’insuline. La PI3K est
requise pour permettre le transport du glucose dans les muscles et dans le tissue adipeux et
elle est nécessaire a I’inhibition de la production du glucose par les cellules du foie. Ainsi des
mutations sur la PI3K peuvent avoir des conséquences séveres et entrainer des diabétes de
type 2.

Enfin la PI3K est également impliquée dans le développement, il a été¢ montré que la voie

PI3K régule la taille du cceur ainsi que sa fonction (Luo, McMullen et al. 2005).

Fonctions liées a P85
(fonctions résumées dans la Figure 10)

La fonction de P85 ne se restreint pas essentiellement au recrutement de I’hétérodimere P110-
P85 au niveau des récepteurs afin que la PI3K soit en proximité de ses substrats. P85 par ses
nombreux domaines exerce un réel role de régulation sur I’activité PI3K. Comme je le
mentionnais auparavant, son premier role est de stabiliser P110. Ensuite P85 au travers de ces
interactions va soit favoriser 1’activation de la PI3K, soit la défavoriser.

L’interaction de P850 avec certaines protéines comme Ruk qui se lie au domaine SH3
entraine 1’inhibition de la PI3K (Gout, Middleton et al. 2000). Les protéines de la famille Src
Lyn et Fyn interagissent avec les boites Proline de P85, cette interaction va permettre
d’activer la PI3K (Pleiman, Hertz et al. 1994). L’interaction des GTPases Rac et Cdc42 (sous
forme active) influe sur I’activité PI3K (Zheng, Bagrodia et al. 1994; Tolias, Cantley et al.
1995), aussi ces interactions pourraient tout simplement jouer sur la localisation de la PI3K.

I1 a été montré que P85 interagit avec la protéine SHIP-1 (SH2 domain-containing inositol 5’
phosphatase 1) au niveau du BCR (B Cell Recepteur) et que cette interaction est simultanée a
une diminution de la quantité de PIP3; on note alors un role antagoniste de P85 par rapport a
celui de la PI3K.

P85 se lie a la protéine Cbl, cette interaction pourrait activer la PI3K (Standaert, Sajan et al.
2004) ; d’autre part cette interaction de P85 avec Cbl (Hartley, Meisner et al. 1995) pourrait
avoir une autre fonction : en effet, Cbl est une E3 ubiquitine ligase, 1’interaction P85-Cbl
pourrait permettre la dégradation des protéines associées a P85 (Sanjay, Horne et al. 2001).

Encore, P85 pourrait étre un régulateur des GTPases, soit en régulant leur localisation via
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I’interaction par le domaine BH, soit en inhibant les GTPases par la stimulation de leur
activité GTPasique intrinséque par ce méme domaine BH (Chamberlain, Berry et al. 2004).
Les travaux de 1’équipe de Cantley sur I’impact des sous-unités régulatrices P85 sur la
signalisation de I’insuline montrent que P85 peut étre un inhibiteur de cette voie
indépendamment de son réle de régulateurs de la PI3K (Brachmann, Ueki et al. 2005). Une
lignée de cellule obtenue a partir d’une leucémie (lymphocyte T Jurkat) montre un phénotype
prolifératif associée a une phosphorylation de P85, or ni la wortmaninne ni le LY294002
n’inhibe le phénotype prolifératif et la phosphorylation de P85, montrant que P85 est associée
au phénotype prolifératif et que son rdle est indépendant de la PI3K (Martinez-Lorenzo, Anel
et al. 2000).

Enfin, il a été montré que P85a pouvait stimuler, indépendamment de la PI3K, des voies
impliquées dans le réarrangement du cytosquelette (Jimenez, Portela et al. 2000; Hill, Huang

et al. 2001) mais je reviendrai un peu plus en détail sur ce sujet en introduction du chapitre 4.

Ces nombreux exemples montrent que le role de la sous-unité régulatrice P85 ne se restreint
pas a un régulateur de ’activité de la PI3K, et que I’on peut considérer la sous-unité P85
comme une protéine de signalisation a part enticre. L’étude de son role dans la signalisation
reste difficile a aborder, premierement par la présence des 5 isoformes et deuxiemement par le

fait qu’il n’est pas toujours ais¢ de dissocier les effets propres de P85 par rapport a la PI3K.
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Ruk Inhibition PI3K (Gout, Middleton et al. 2000).
Lyn et Fyn Activation PI3K (Pleiman, Hertz et al. 1994).
Activation PI3K (Zheng, Bagrodia et al. 1994;
Rac et Cdc42 )
Tolias, Cantley et al. 1995).
Cbl Activation PI3K (Standaert, Sajan et al. 2004).

VIA DES PARTENAIRES D'INTERACTION.

Cbl P85 servirait a cibler certaines protéines pour étre
dégradées (Sanjay, Horne et al. 2001).
SHIP-1 Stimulation de 1’activité SHIP ; diminution des PIP3.
Rac / Cdc42 P85 stimulerait 1’activité GTPasique des GTPase et
donc le retour vers leur état inactif (Chamberlain, Berry
et al. 2004).
e SANS PARTENAIRES.
P85 Role inhibiteur sur la signalisation de I’insuline ; par
titration des récepteurs (Brachmann, Ueki et al. 2005).
P85 Role pro-prolifératif 1ié a une phosphorylation de P85
(Martinez-Lorenzo, Anel et al. 2000).
P85 Réarrangement du cytosquelette d’actine. (Jimenez,

Portela et al. 2000; Hill, Huang et al. 2001)

Figure 10 Récapitulatif des fonctions liées a P85.
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3. Lafamille des Rho GTPases et la protéine Rac

a) Les GTPases monomériques - définitions
Les petites protéines G ou petites GTPases, protéines liant les nucléotides GTP ou GDP et

possédant une activité GTPasique, représentent une grande famille constituée d’une centaine
de molécules. Cette famille, présente chez tous les organismes eucaryotes, est divisée en cinq
sous familles: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf et Ran. Les petites GTPases régulent de tres
nombreux processus biologiques et de part leur mode d’action, sont capables d’initier, de
terminer et donc de réguler la durée de fonctions cellulaires spécifiques. En plus de 1’aspect
temporel, ces molécules exercent une régulation spatiale des fonctions cellulaires qu’elles
gerent. On peut attribuer a chacune des sous-familles des fonctions cellulaires spécifiques.
Les membres de la famille Ras sont impliqués dans la régulation de I’expression des genes ;
Rho/Rac/Cdc42 (famille Rho) régulent I’organisation du cytosquelette mais aussi I’expression
de genes (Schwartz 2004; Hall 2005; Jaffe and Hall 2005); les protéines des familles Rab et
Sar1/Arf sont elles impliquées dans la régulation du trafic vésiculaire ; quant a la famille Ran,
ses membres interviennent lors des transitions entre phases du cycle cellulaire (Wennerberg,
Rossman et al. 2005).

D’un point de vue structural, ’ensemble des petites protéines G partage une grande
homologie de séquence pour les domaines liant le GDP ou le GTP ainsi que pour le domaine
qui porte ’activité GTPasique. Cette classe de molécules porte un domaine d’interaction avec
les effecteurs, et certains membres tels que Ras, Rho/Rac/Cdc42 et Rab ont en partie carboxy
terminale un domaine subissant des modifications post-traductionnelles. Ces modifications de
nature lipidique peuvent étre une géranylgéranylation, une farnésylation, une palmitoylation
ou bien une méthylation ou une combinaison de ces modifications. Ces modifications

interviennent dans la localisation subcellulaire de ces protéines.

Par leur capacité a fixer les nucléotides GDP et GTP, les petites protéines G connaissent deux
états d’activation. La forme liant le GDP est dite inactive car incapable d’interagir avec ses
effecteurs et la forme liant le GTP est dite active car elle peut interagir avec ses effecteurs.
Pour ces raisons, ces molécules sont considérées comme de réels interrupteurs moléculaires.
Un cycle d’activation et d’inactivation correspond au passage entre les formes liées au GTP
ou au GDP, un signal en amont va permettre la dissociation du GDP, immédiatement suivie
par la liaison du GTP (qui est beaucoup plus abondant que le GDP dans la cellule), cette

liaison conduit a un changement conformationnel de la GTPase permettant ainsi I’interaction
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avec les effecteurs et donc leur activation, le retour a 1’état inactif passe par I’hydrolyse du
GTP effectuée par I’activité GTPasique de la GTPase elle-méme.

Pour jouer leur role d’interrupteur, il faut que les GTPases puissent passer de leur état inactif-
actif et inversement rapidement ; cette accélération de la transition est réalisée par les GEFs et

les GAPs (Voir Figure 11).

Effecteurs

Figure 11 Schéma d’activation des petites GTPases. La forme inactive associée au GDP passe sous la forme
active par fixation du GTP, cet échange est réalisé par I’intermédiaire des GEF. Le retour vers la forme inactive
est accéléré par les GAP.

b) Régulation des GTPases monomériques.

(1) Les GEF's : Guanine Nucleotide Exchange Factors.
La régulation des GTPases dépend de protéines d’échange les GEFs qui permettent 1’échange

du GDP par du GTP. Les GEFs vont faciliter la dissociation du GDP, stabiliser 1’état de
transition de la GTPase sans nucléotide ce qui permet ainsi le chargement du GTP. Le GTP
fixé, la GEF se dissocie de la GTPase. Les signaux en amont de la GTPases sont importants
dans le choix de la GEF et dans le choix des processus moléculaires contrdlés par la GTPase.

I1 existe un grand nombre de GEFs qui ont chacune des GTPases cibles bien précises

(2) Les GAPs : GTPase Activating Proteins.

Les GAPs ou GTPase-Activating Proteins, augmentent ’activité intrinseque d’hydrolyse du
GTP des GTPases, ce qui permet ainsi le retour de la GTPase vers son état inactif. Les GAPs
contiennent souvent de nombreux autres domaines d’interaction avec d’autres protéines ou
des domaines de liaison a des lipides pour permettre la relocalisation membranaire. Les GAP
seraient ¢également des effecteurs des GTPases, ces protéines pourraient exercer un role de
signalisation indépendamment de leur fonction GAP. C’est le cas de la N-chimerine qui en
interagissant avec Rac et Cdc42 permet d’induire des lamellipodes et filopodes

indépendamment de sa fonction GAP (Kozma, Ahmed et al. 1996).
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Les Rho-GAP sont définies par la présence d’un domaine Rho GAP (environ 150 acides
aminés) tres conservé. Comme nous 1’avons vu précédemment la protéine P85a a été définie
comme un membre de la famille des protéines Rho-GAP, la fonctionnalité du domaine Rho-
GAP de P85a, également nommé BH, reste a éclaircir. Les données de la littérature sont en
désaccord : En premier lieu, il a été établi que le domaine BH n’avait pas d’activité
GTPasique (Zheng, Hart et al. 1993; Zheng, Bagrodia et al. 1994) puis récemment il a été
montré 1’inverse (Chamberlain, Berry et al. 2004). La protéine P85 tout comme la N-
chimerine pourrait avoir un role en tant qu’effecteur de Rac ou Cdc42 indépendamment de

son activité GAP.
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Figure 12 Arbre phylogénique des protéines de la famille Rho-GAP. Réalisé a partir de 1’homologie de
séquence des domaines Rho-GAP. (D’aprés (Moon and Zheng 2003)

(3) GDIs : GTP Dissociation Inhibitors.
Grace a des modifications post-traductionnelles qui sont indispensables a la fonction des

GTPases et qui conduisent a 1’ajout de groupements lipidiques a I’extrémité carboxy-
terminale, les Rho-GTPases vont s’associer aux membranes. Malgré ces modifications, les
GTPases restent majoritairement cytosoliques retenues dans le cytosol par les Rho-GDI qui
masquent cette séquence d’ancrage aux membranes. Les GDI interviennent dans la régulation

des mouvements des GTPases entre le cytosol et les membranes.
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¢) La famille des Rho GTPases
Les membres de la famille des Rho GTPases tiennent un roéle trés important dans la cellule.

On estime qu’environ 1% du génome humain code pour des protéines qui interagissent,
régulent ou sont régulées par les membres de la famille des Rho GTPases. Ces protéines
régulent de nombreux processus fondamentaux de la cellule tels que la morphogénése, la

polarité cellulaire, la division cellulaire ou bien encore la migration cellulaire.

Pour I’heure, cette famille dénombre 22 génes codant pour des Rho GTPases. Elles sont

classés selon leur homologie de séquence en 6 groupes principaux ; les GTPases de type

Rho : 3 isoformes Rho A, B, et C ; de type Rac : 3 isoformes Rac 1, 2, et 3 et RhoG ; de type
Rnd : Rnd1, Rnd2, RhoE/Rnd3 ; de type Cdc42 : Cdc42, TC10, TCL, Wrch-1, 2 et Chp ; de
type RhoBTB : RhoBTBI, et 2; les GTPases de type Miro : Miro -1 et 2.

Af P!

Figure 13 Arbre phylogénique des Rho-GTPases.
D'apres Wennerberg, K. et al. J Cell Sci 2004;117:1301-1312

d) La protéine Rac
Il existe trois isoformes de Rac : Rac 1, 2 et 3 plus un variant d’épissage de Racl: Raclb.

Racl est une protéine ubiquitaire alors que Rac 2 est préférentiellement exprimée dans les
cellules hématopoiétiques, la protéine Rac 3 est quant a elle exprimée abondamment dans les
neurones. Au cours de ma theése, je me suis intéressé plus particulierement a I’isoforme Racl
et & un degré moindre a I’isoforme hématopoiétique Rac2. Les protéines Rac régulent de

nombreuses fonctions cellulaires importantes : la régulation du cytosquelette d’actine, la
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régulation des contacts cellule-cellule et de 1’adhérence, 1’activation de la transcription et de
la traduction, la synthese protéique, la survie cellulaire et la régulation du cycle cellulaire
(Bishop and Hall 2000; Etienne-Manneville and Hall 2002).

L’activation de Rac est dépendante de multiples signaux, facteurs de croissance, intégrines,

tensions cellulaires, adhérence.

(1) Régulation de Rac par sa localisation.
L’activité de Rac est dépendante de sa fixation au GTP ; sous cette forme la GTPase est

active. La fixation des nucléotides dépend des GAPs et des GEFs. En plus des régulations qui
ne concernent que la fixation des nucléotides, il y a aussi une régulation de la localisation de
la GTPase. Une localisation précise de la GTPase est un élément important dans sa régulation
puisque cela va déterminer les effecteurs avec lesquels elle va interagir préférentiellement. La
régulation de la localisation de la GTPase Rac passe par les protéines GDI. Rac est maintenue
dans le cytoplasme par le biais de son interaction avec les RhoGDI. L’adhérence permet via
les intégrines la dissociation de Rac et de la protéine GDI permettant ainsi I’interaction de
Rac avec ses effecteurs (Del Pozo, Kiosses et al. 2002) (Voir Figure 14).

Le modele de la littérature est le suivant :

e Rac actif est piégé par les GDIs et demeure cytosolique. Cette forme active de Rac
cytosolique est ainsi incapable d’interagir avec ses effecteurs.

e En réponse a un stimulus (adhérence/engagement des intégrines ou facteurs de
croissance) la protéine Rac est libérée de son interaction avec la GDI et peut ainsi
interagir avec ses effecteurs au niveau des membranes.

Il a ét¢ montré qu’en réponse a 1’adhérence et donc de I’interaction des intégrines avec la
MEC, il y a création de domaines membranaires (riches en cholestérol) qui permettent la
translocation de la GTPase Rac aux membranes et 1’activation de ses effecteurs. Une cellule
rendue non adhérente perd ces domaines particuliers ainsi Rac ne peut plus activer ses

effecteurs (del Pozo, Alderson et al. 2004).



Introduction bibliographique

v_li}-l'ﬂ'h'th facior

" .

e
Hhmwx“@em

i
Rac- -\D Z Rac- rEfEectu'

. tcorin B @ —-MA_/
&
ECM  —r™

Figure 14 La localisation de Rac et son interaction avec ses effecteurs est régulée par les intégrines. Les
facteurs de croissance permettent ’activation de Rac, mais les Rho-GDI séquestrent Rac-GTP dans le
cytoplasme et bloquent de ce fait I’interaction de Rac avec ses effecteurs. Les intégrines permettent une
relocalisation de Rac au niveau des membranes, sa dissociation aux Rho-GDI ce qui conduit finalement a
I’interaction de Rac avec ses effecteurs. (d’apres (Del Pozo, Kiosses et al. 2002)

(2) Rac — Cytosquelette — Adhérence.
La protéine Rac et les GTPases de la famille Rho sont impliquées dans les mécanismes

d’adhérence par la régulation qu’elles exercent sur le cytosquelette d’actine. Les GTPases
Rho, Rac et Cdc42 contrdlent 1’organisation du cytosquelette en réponse a différents stimuli.
Rho est responsable de la formation de fibres de stress, longs faisceaux d’actine permettant
I’attachement a la matrice extracellulaire via les contacts focaux. La protéine Cdc42 permet la
formation de protrusions membranaires comme les microvillosités et les filopodes qui sont de
minces prolongements membranaires composés d’un filament d’actine. Enfin la GTPase Rac
est requise pour la formation des lamellipodes et des ruffles (renflements membranaires)
(Ridley and Hall 1992; Ridley, Paterson et al. 1992; Nobes and Hall 1995). La formation de
ces structures d’actine est associée a la formation des structures d’adhérence telles que les
complexes focaux, les contacts focaux et les podosomes. Rac et Cdc42 régulent 1’organisation
du cytosquelette d’actine par I’intermédiaire de la PI3K et des sérine/thréonine kinases PAK
(P21 Activated Kinase). Rac et Cdc42 permettent la régulation du complexe Arp2/3 qui
permet la nucléation et la polymérisation de I’actine.

Il existe un lien étroit entre le cytosquelette et les GTPases et Rac en particulier. Comme je le

présentais précédemment Rac peut induire la formation de structures particulieres du
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cytosquelette, mais a contrario le cytosquelette régule aussi Rac. Ainsi un changement dans
I’état d’adhérence lors de la migration ou tout simplement d’un détachement de la cellule va
induire une réorganisation du cytosquelette, des microtubules mais aussi un changement des
tensions exercées sur la cellule ; ces facteurs influent sur 1’activation des GTPases dont Rac et
sur leurs possibilités d’activer leurs effecteurs (Ren, Kiosses et al. 1999; Waterman-Storer,

Worthylake et al. 1999; Katsumi, Milanini et al. 2002; del Pozo, Alderson et al. 2004).

(3) Rac et Survie cellulaire
Les petites GTPases Rac (et Cdc42) ont pu étre décrites dans plusieurs modeles comme des

molécules distribuant des signaux de survie. Rac peut activer des molécules clef dans les
mécanismes de survie cellulaire ; cette GTPase permet I’inactivation de la protéine P53
puissant inducteur de I’apoptose quand elle est activée, elle permet aussi 1’activation de la
protéine Akt connue comme médiateur de la survie cellulaire. Cependant, dans d’autres types
cellulaires et surtout d’autres conditions, Rac peut induire 1’apoptose (lores 1997, kawazoe

1999, Subauste 2000).

(4) Mutants de Rac et Cdc42.
I1 existe deux sortes de mutants des GTPases : les formes constitutivement actives souvent

identifiées en premier lieu comme des oncogenes et les formes a caractere dominant-négatifs.

Les formes constitutivement actives :

Ces formes sont défectueuses dans leur activité GTPasique intrinséque et elles ne sont
retrouvées que sous leur forme GTP. Ces mutants sont: V12Rac et V12Cdc42 ou L61Rac et
L61Cdc42.

Les formes dominant-négatives :

Ces mutants se lient préférentiellement au GDP, ainsi ils séquestrent les GEFs désormais
indisponibles pour activer les GTPases non mutées lors d’une stimulation cellulaire. Ces

mutants sont;: N17Rac et N17Cdc42.
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(5) Rac et la PI3K de classe la
Les voies de signalisation de Rac et de la PI3K concernent souvent les mémes

fonctions cellulaires, ceci suggére un lien entre ces deux voies de signalisation.

e LaPI3K agit en amont de Rac pour I’activer :

La démonstration du lien entre Rac et la PI3K est venue de 1’étude de la formation des
« ruffles » suite a la stimulation de cellules par le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor).
Apres stimulation par le PDGF, la formation des « ruffles » est inhibée aprés ajout d’un
inhibiteur des PI3K. Cette inhibition est contournée par la transfection d’une forme active de
Rac (Hawkins, Eguinoa et al. 1995). Par la suite, il a été¢ démontré que la PI3K était
nécessaire a I’activation de Rac pour de nombreuses autres fonctions cellulaires.

Cette régulation de DI’activité de Rac est réalisée par 1’activation de ses GEFs. Il a pu étre
démontré que ces dernieres pouvaient étre activées par la PI3K. Les GEFs portent un domaine
PH (Pleckstrin Homology) ayant une affinité pour les PIP3. Suite a I’interaction du domaine
PH avec les PIP3, la GEFs devient active et peut ainsi activer Rac. Sos, Tiam, Vav, Dock180 ,
P-REX1 et 2 (Welch, Coadwell et al. 2002; Donald, Hill et al. 2004) sont des GEFs régulées
par la PI3K.

De plus, Rac peut se lier directement au PIP3, cette liaison facilite la dissociation du GDP
(Missy, Van Poucke et al. 1998). Néanmoins, cette réaction n’est montrée qu’in-vitro avec de
tres fortes concentrations de PIP3 de 50 uM, la concentration cellulaire étant surement plus

proche de 1 pM.

e Rac en amont de la PI3K :
Certains éléments laissent penser que Rac pourrait activer a son tour la PI3K, il a été montré
que Rac et Cdc42 induisent un phénotype invasif et motile a des cellules épithéliales via
I’activation de la PI3K (Keely, Westwick et al. 1997). Il a également été montré que
I’interaction de Rac et de la PI3K (probablement par I’intermédiaire du domaine BH de P85)
augmente ’activité de la PI3K de 2 a 9 fois in vitro (Bokoch, Vlahos et al. 1996). Enfin, dans
des neutrophiles, la surexpression d’une forme active de Rac permet I’accumulation de PIP3
au niveau de la membrane plasmique ; néanmoins, la démonstration directe de I’activation de

la PI3K n’est pas établie (Srinivasan, Wang et al. 2003).
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4. La protéine Akt (PKB)
La protéine Akt dénommée également PKB pour Protein Kinase B peut étre activée par une

multitude de signaux. Akt au travers de son activité serine/thréonine kinase, est un acteur
principal dans la régulation du métabolisme, de la migration, de la transcription des genes, du

cycle cellulaire et enfin de la survie cellulaire (voir Figure 15).

Figure 15 Différentes voies régulées par Akt. (Adapté de (Fayard, Tintignac et al. 2005)

a) Définition
La découverte de la protéine Akt s’est faite simultanément par deux équipes de recherche en

1991 : I'une d’elle travaillant sur la recherche de protéines homologues aux Proteines Kinase
A (PKA) et aux Proteines Kinase C (PKC) a identifié¢ une protéine qu’ils ont alors nommée
PKB ; I’autre équipe a identifié I’oncogeéne c-Akt dont une protéine similaire v-akt protéine de
virus connue pour induire des cancers chez les souris. Par la suite, en 1995, Akt a été décrite
comme étant une cible directe de la PI3K (Franke, Yang et al. 1995).

Sous le terme Akt/PKB se trouve en fait 3 isoformes, Aktl, Akt2 et Akt3 (respectivement
PKBa, PKBp et PKBY)

--39--
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b) Réle et Structure
Akt appartient a la famille des protéines kinases AGC (regroupe les protéines kinase AMP et

GMP dépendantes ainsi que les protéines kinase C) ; cette protéine est composée de trois
grands domaines : en position amino-terminale, on trouve le domaine PH pour Pleckstrin
Homology, en position centrale on trouve le domaine catalytique CAT et enfin on trouve
I’extension C-terminale EXT qui contient un élément régulateur HM pour Motif Hydrophobe.
Tous ces domaines sont extrémement conservés entre les 3 isoformes de la protéine Akt, de
plus le domaine CAT et I’extension N-terminale EXT sont apparentés aux domaines des
protéines de la famille AGC tels que les PKA, les PKC ou encore les protéines SGK (voir
Figure 16).

domaine domaine
PH HM
I...
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Figure 16 Représentation schématique de la protéine kinase Akt. En position amino-terminale se trouve le
domaine PH pour Pleckstrin Homology, vient ensuite le domaine catalytique CAT, puis en position carboxy-
terminale le domaine HM hydrophobic Motif.

¢) Régulation de P’activité de la protéine Akt
Les 3 isoformes d’Akt contiennent deux sites de phosphorylation : la thréonine 308 dans la

boucle activatrice et la sérine 473 dans le domaine régulateur C-terminal HM. L’activation de
la protéine kinase Akt passe par deux étapes clefs, qui impliquent la PI3K et une translocation
membranaire dépendante du domaine PH, suivies par la phosphorylation des deux sites de
phosphorylation. La phosphorylation du site Thr308 active partiellement Akt, mais les deux
sites doivent étre phosphorylés pour qu’Akt soit pleinement active. Aussi, il a été découvert
de nombreuses protéines se liant a Akt afin de réguler son activité, tels que CTMP, TCLI1,

Posh, etc.

(1) Régulation PI3K dépendante
Comme j’ai pu le décrire précédemment dans le chapitre dédié a la PI3K, I’activité PI3K va

générer la syntheése et I’accumulation au niveau membranaire de PIP3. Le domaine PH
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présent dans Akt, retrouvé également dans de nombreuses autres protéines tels que PDKI, a
une affinité pour les phopholipides de type PtdIns(3,4,5)P3 et PtdIns(3,4)P2 (Lemmon and
Ferguson 2000; Thomas, Deak et al. 2002). Les Phospholnositides PtdIns(3,4,5)P3 et
PtdIns(3,4)P2 vont recruter via le domaine PH la forme cytosolique d’Akt a la membrane
plasmique, ce recrutement membranaire va induire un changement conformationnel d’Akt
permettant la phosphorylation du site Thr308 par la protéine kinase PDK1. PDK1 elle-méme
étant recrutée par les PtdIns(3,4,5)P3 et PtdIns(3,4)P2.

Le mécanisme qui induit la phosphorylation en Ser473 ne serait pas unique. La dépendance
de T’activit¢ PI3K n’est pas remise en cause, mais c’est I’identit¢ de la protéine qui
phosphoryle ce site qui reste a déterminer. D’aprés les études menées sur la recherche de la
Ser473-kinase, il ressort qu’il n’y aurait pas une mais plusieurs kinases responsables de cette
phosphorylation. Parmi les kinases candidates on trouve : PDK1 (Balendran, Casamayor et al.
1999), ILK (Troussard, Mawji et al. 2003), DNA-PK (Feng, Park et al. 2004), PKCBII
(Kawakami, Nishimoto et al. 2004), le complexe TORC2 (mTor-rictor) (Sarbassov, Guertin et
al. 2005; Jacinto, Facchinetti et al. 2006; Sarbassov, Ali et al. 2006) enfin il est également
proposé qu’Akt elle-méme induirait cette phosphorylation (Toker and Newton 2000). La
séquence des phosphorylations de la protéine Akt est présentée dans la Figure 17, ici la
phosphorylation sur la Ser473 se fait en premier mais dans la littérature, I’inverse peut étre
trouvé et ces vues divergentes reflétent une connaissance non complete quant aux mécanismes

d’activation de la protéine Akt.
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Figure 17 Schéma d'activation de la protéine kinase Akt. 1) La PI3K active induit la formation de PIP3 au
niveau de la membrane, ce qui permet le recrutement de PDK1 ainsi qu’Akt. 2) Sur Akt, la Serd73 est
phosphorylée par PDK2 ce qui induit un changement conformationnel d’Akt. 3) Ce changement conformationnel
va promouvoir, sans étre indispensable, la capacité de PDK1 & phosphoryler la Thr308. 4) Akt doublement
phosphorylée est alors pleinement active. Adapté de James R Woodgett, 2005, Current Opinion in Cell Biology.
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(2) Voie PI3K indépendante
Akt peut étre activée via la PKA ; cette activation serait PI3K indépendante puisque la

wortmannine n’a aucun effet sur I’activation d’ Akt induite en présence d’AMPc.
Le mécanisme d’activation dépendant de la PKA reste a éclaircir : il serait indépendant du
domaine de PH, ne nécessiterait pas la phosphorylation Ser473 mais dépendrait toujours de la

phosphorylation en Thr308 (Filippa, Sable et al. 1999).

(3) Les protéines qui se lient et régulent Akt
Sachant 1’importance physiologique de la protéine Akt, la recherche de partenaires

d’interaction a été prolifique. Cette recherche a permis d’identifier plusieurs molécules
capables de réguler I’activité de la protéine Akt. Ceci a permis de montrer que la régulation
d’Akt ne dépendait pas seulement de ’activité de la PI3K mais qu’elle est beaucoup plus

complexe. J’ai recensé un certain nombre de ces régulateurs de 1’activité d’ Akt.

(a) Activateurs d’AKkt.

ICL1

TCL1 (T-cell leukemia/lymphoma) est une protéine mal connue ; elle a été décrite comme un
oncogene mais sa fonction physiologique est encore inconnue. Son rdle serait d’augmenter
’activité de la protéine Akt en formant un hétérodimere avec Akt (Laine, Kunstle et al. 2000).
TCL1 interagit avec le domaine PH de la protéine Akt, mais cette interaction n’empéche pas
la liaison du PH aux PIP3. TCL1 peut s’homodimériser et chacun des monomere peut lier une
protéine Akt, I’oligomérisation d’Akt pourrait permettre une transactivation de chaque
monomere d’Akt (Laine, Kunstle et al. 2002).

Grbl0

Grb10 (Growth factor receptor-binding protein-10) est une molécule adaptatrice composée
d’un domaine PH nécessaire a I’interaction avec Akt et d’'un domaine SH2. Ce dernier peut se
lier aux récepteurs a activité Tyrosine kinase et serait nécessaire a 1’activation d’Akt suite a

I’activation de ces récepteurs (Jahn, Seipel et al. 2002).

(b) Inhibiteurs d’Akt.
JIP1
JIP1 (JNK interacting protein 1) fait partie de la voie de signalisation de JNK et est nécessaire
a son activation. Cette voie JNK est impliquée dans 1’induction de I’apoptose. Akt a été
montrée comme séquestrant JIP1 inhibant ainsi la voie JNK. D’autres études montrent

également que JIP1 pourrait se lier a Akt pour inhiber son activité (Song and Lee 2005).
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CTMP
La protéine CTMP (Carboxyl-Terminal Modulator Protein) est un inhibiteur d’Akt. En se
liant a la partie carboxy terminale d’Akt, CTMP induit une diminution de la phosphorylation
Ser473 ; quant a la phosphorylation Thr308, celle-ci est moins affectée (Maira, Galetic et al.
2001).

Il existe de nombreuses autres molécules se liant et régulant I’activité d’ Akt, aussi Akt
peut s’oligomériser au travers de liaisons intramoléculaires, ce qui pourrait permettre une

activation croisée.

d) Régulation de la survie cellulaire par la protéine kinase Akt
Depuis quelques années, beaucoup d’articles ont montrés des dérégulations de la voie de

signalisation d’Akt dans certains cancers (Altomare and Testa 2005). L’activation de la voie
Akt envoie un signal de survie permettant aux cellules de résister a [’apoptose.
L’augmentation de I’activité d’Akt peut venir de I’amplification des génes codant pour Akt
(Cheng, Godwin et al. 1992), de mutations dans la voie de signalisation PI3K que ce soit au
niveau de son régulateur négatif PTEN ou au niveau des sous-unités catalytiques ou
régulatrices de la PI3K. La protéine Akt est d’ailleurs devenue une cible trés attractive pour
un traitement anticancéreux. Une meilleure connaissance des mécanismes régulant cette

protéine pourrait permettre d’établir des traitements ne ciblant que son effet pro oncogénique.

Akt a des effets directs sur 1’inhibition de I’apoptose en ciblant différentes protéines comme
BAD, FKHR ou bien encore P53 (voir Figure 15). J’ai établi une liste des protéines régulées

par Akt qui peuvent étre responsables de la survie cellulaire induite par Akt.

(1) BAD
BAD est un membre de la famille Bcl-2, elle se lie a Bcl-2 ou Bel-X, ce qui inhibe leur effet

anti-apoptotique. Akt active va phosphoryler BAD sur sa serine 136 et ceci inhibe son activité

pro-apototique. Une fois phosphorylée, BAD n’est plus complexée avec Bcl-2 ou Bel-X.

(2) Caspase-9
La Caspase-9 est un initiateur et un « exécuteur » de 1’apoptose. Il a été montré qu’Akt

phosphoryle la caspase-9 sur la serine 196, et que cette phosphorylation induit une baisse de

I’activité de la caspase (Cardone, Roy et al. 1998).
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(3) FoxO Forkhead
Les facteurs de transcription de la famille Forkhead forment une famille de 4 protéines

FoxO1/FKHR, FoxO2, FoxO3/FKHRLI1 et FoxO4/AFX. Ces protéines sont directement
phosphorylées par Akt. Les cibles de ces facteurs de transcription sont des genes impliqués
dans I’inhibition de la survie cellulaire. Parmi ces genes on trouve le lignad de Fas, TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing lignad) et TRADD (TNF receptor type 1 associated death
domain), Bim et Bcl-6 (Greer and Brunet 2005). Une fois phosphorylés, les facteurs de
transcription FoxO sont exclus du noyau, bloquant ainsi la transcription des génes pro-

apoptotiques.

(4) NF-kB
Le facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor kB) est régulé par Akt, une dérégulation de

son activité est source de développement de certains cancers. NF-kB est complexé avec 1kB
ce qui maintient NF-kB inactif. Cette inhibition est levée par phosphorylation d’IkB par IKK
(IkB Kinase). Akt active IKK par phophorylation, ce qui conduit a la dégradation d’1kB, puis
a la translocation de NF-kB dans le noyau ou ce dernier va activer la transcription des génes

de survie.

(5) JNK
L’inhibition du role pro-apoptotique de la voie JNK par Akt, se fait au travers de la

séquestration de JIP1 €lément nécessaire a 1’activation de cette voie.

(6) Mdm?2
Mdm2 pour «Murine double minute 2» est une ubiquitine ligase, ’'une de ses cibles est la

protéine P53 qui est un régulateur majeur de la mort cellulaire en réponse au stress (dommage
au niveau de I’ADN en particulier). Mdm?2 a deux sites de phosphorylation Ser166 et Ser186
qui sont phosphorylés par Akt ce qui entraine une relocalisation nucléaire de Mdm2 et une
augmentation de son activité ubiquitine ligase. Mdm2 va alors induire la dégradation de P53

et donc stimuler la survie cellulaire.

(7) CREB
La protéine Cyclic AMP (cAMP)-response element binding protein (CREB) est un facteur de

transcription phosphorylé par Akt sur la serine 133. Cette phosphorylation augmente 1’activité

de CREB induisant une augmentation de la transcription de génes anti-apoptotiques.
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e) Akt et Adhérence
La protéine Akt est impliquée dans la régulation de 1’adhérence ou plutot de la survie médiée

par ’adhérence de la cellule a la MEC. L’adhérence conduit a I’activation des intégrines et a
leurs voies de signalisation associées permettant 1’activation d’Akt (Cordes, Seidler et al.
2006). ILK est d’ailleurs présumée comme étant une des PDK2 (enzyme phosphorylant la
Ser473 d’Akt). Il a été montré que suite a 1’adhérence des cellules épithéliales a la MEC, il se
crée des domaines riches en PIP3 au niveau membranaire suivi d’une relocalisation de la
protéine Akt dans ces domaines. L’adhérence a la MEC permet par ailleurs une protection

contre I’apoptose (Watton and Downward 1999).

f) PI3K, Rac et Akt
Dans de nombreux types cellulaires, la liaison d’un facteur de croissance tel que le PDGF sur

son récepteur induit 1’activation de la PI3K. En aval de la PI3K, les PIP3 nouvellement
synthétisés vont d’une part induire 1’activation de la protéine Akt et d’autre part 1’activation
de la GTPase Rac. Ces activations se font par des voies de signalisation distinctes et

indépendantes (Welch, Eguinoa et al. 1998).

Akt
PI3K
Rac

Les voies Rac et Akt, deux voies de signalisation pas totalement indépendantes.

La petite GTPase Rac a été montrée comme étant une cible de la protéine Akt (Kwon, Kwon
et al. 2000; Zhang, Wang et al. 2006). La GTPase Rac est phosphorylée sur la serine 71 par
Akt. La phosphorylation de Rac diminue la capacité de Rac a se lier au GTP inhibant ainsi la
GTPase.

Notre recherche a démontré un nouveau mécanisme de régulation de la protéine Akt, mettant
en jeu la GTPase Rac. L’activation des lymphocytes T apres stimulation du récepteur a
I’antigéne induit P’activation rapide de la protéine Akt, cette activation fait intervenir la
GTPase Rac en amont d’Akt (Genot, Arrieumerlou et al. 2000). A la suite de ces travaux,
d’autres équipes ont pu mettre en évidence que Rac (ou méme Cdc42) pouvait agir en amont

d’Akt afin de stimuler son activité (Coniglio, Jou et al. 2001; Zugasti, Rul et al. 2001).
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L’activation d’Akt par Rac a par ailleurs était corrélée avec une protection contre 1’anoikis
dans des cellules épithéliales et fibroblastiques (Coniglio, Jou et al. 2001; Zugasti, Rul et al.
2001). Lors de Dl’activation d’Akt par Rac nous montrons que 1’activité PI3K est requise

(Genot, Arrieumerlou et al. 2000).
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B. Introduction du sujet

I1 est communément admis que la protéine Akt va étre activée en réponse a I’activation de la
PI3K. Dans la plupart des types cellulaires testés, la PI3K activée va d’une part induire

I’activation de la protéine Akt et d’autre part I’activation de Rac.

Mise en évidence d’une nouvelle voie de régulation de la protéine Akt
(The T-cell receptor regulates Akt (protein kinase B) via a pathway involving Racl and
phosphatidylinositide 3-kinase)

e Rac active Akt :

Notre recherche a démontré I’existence d’un nouveau mécanisme de régulation de la
protéine Akt qui met en jeu la GTPase Rac. L’activation des lymphocytes T suite a la
stimulation du récepteur pour I’antigéne est accompagnée d’une activation rapide de la
protéine Akt (Genot, Arrieumerlou et al. 2000). L’activation d’Akt dans les lymphocytes
T fait intervenir la GTPase Rac en amont de la cascade. En effet, dans ces cellules,
l'expression de la GTPase V12Rac (forme mutée constitutivement active de Rac) entraine
l'activation de la protéine kinase Akt. Inversement, I'expression d'une protéine mutante a
caractere dominant négatif (N17Rac) bloque 1'activation de cette kinase en réponse a la
stimulation des lymphocytes T.

Nous avons ainsi mis en ¢vidence une nouvelle voie de signalisation conduisant a

’activation de la protéine Akt (Genot, Arrieumerlou et al. 2000).

e L’activation d’ Akt par Rac est dépendante de 1’activité PI3K :

Lors de ces travaux, il a été mis en évidence que l’activation d’Akt par Rac était
dépendante de DI’activité de la PI3K. En effet, aprés ajout d’un inhibiteur de la PI3K,
V12Rac devient incapable d’activer Akt.

Pour plus de commodités, j’ai décidé d’annoter cette nouvelle voie d’activation d’Akt : voie

« R-P-A » pour « Rac-PI3K-Akt ».
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Le but de cette thése a été de rechercher les mécanismes mis en jeu dans cette voie « R-P-A ».
Sachant que P85 a la capacité de lier la GTPase Rac et que I’activation d’Akt par Rac est
dépendante de la PI3K, nous avons supposé que la sous-unité régulatrice P85 pouvait jouer un
role important dans 1’activation d’ Akt par Rac. Je me suis donc plus particulierement intéressé
a la signalisation au niveau moléculaire entre les 3 protéines que sont Rac, Akt et la PI3K.
Cette partie du travail est détaillée dans les trois premicres parties.

La quatrieme partie correspond a I’étude de la PI3K et son role dans la formation de structures

d’adhérences : les podosomes.
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C. Matériel et Méthodes
1. Matériel biologique
a) Souches bactériennes
Les souches d’Escherichia Coli utilisées dans ce travail sont :
e DHSa (supE44, AlacU169(®80lacZAM15) hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thll,
relAl),
e BL21 (E. coli B F, dem, ompT, hsdS(rB'mB"), gal),
e JM110 (dam, dem, supE44, hsdR17, thi leu rpsL lacY galK galT ara tonA thr tsx
A(lac-proAB) F’[traD36 proAB" lacl® lacZAM15] ).

b) Lignées cellulaires
Les lignées cellulaires utilisées lors de ce travail sont :

e Lignée lymphocytaire B A20: Cette lignée provient de cellules B lymphoides
d’origine murine,

e Lignée lymphocytaire T Jurkat : les cellules JHM1 sont une sous-lignée issue d’une
lignée leucémique de cellules T humaines,

e Lignée endothéliale aortique PAE : cellules endothéliales d’aortes de porc établies
en lignée. Nous disposons au laboratoire des lignées : PAE Wild Type, PAE V12Rac
et PAE V12Cdc42, ces deux dernicres lignées vont exprimées respectivement, en

réponse a ’IPTG, le transgéne V12Rac et V12Cdc42.

2. Matériel

a) Plasmides
Les plasmides utilisés pour ce travail sont listés dans la Figure 18. Cette figure réunie les

plasmides déja présents au laboratoire ainsi que ceux que j’ai pu construire durant ma these.
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PESEpT7T3GU

Armip

Jrd110

pEGFPCY - GFP-PBScwnliee

s

DHSa bulations

G2 ME56 pT7 T3 159U Armp W33 G40 pEGFPCT - GFP-MB5aiBH Kana DH3a OK. pas de mutations
63 pE GFP BHo Koaria DHS Gdd pEGFPCT - GFP-PB5eenlbier Koaria DiHSa rmulalives rmais méme o 8.
G4 pEF empty Amp DHsa G42 pGEX 2T GET PESE Mmp BL21 21, pas de mutations
G5 pb 1 F Cadre de lecture Kana 1IEa G43 plal B 10 -FHEEAET Amp 2T 0K, pas de ritatinns
G6 pRES Myc-LE1RAC Arrip DHSa G44 PE5E pT7T31EL Amp DHSa
G7 philih HA-I'KH Amp [IHSa Gas pUEL-GET-VT eded? Amp HI'M
68 GET-PE5w Amp 7 646 pGENTAT-GST-V12Rau Amp BL21
G GET-LeiRac Amp 7 G47 pUER™GET-Cded2(NT) Amp L2
ai0 ZST-PBSS Armp 7 048 pGEEXP-GET.LE Cded2 Armp BL21
G11 PAK GET CRIE Amp L21 G49 pGER? GET LE1(S37A)Cded2 Amp L21
G12 GET zeule Amp oL G50 pEOEP-GET-LEI (Y40 Cded2 Amp oL
G123 pEF BOS Bha clone 1 Amp DHsa G31 pGER? GST NI7Cdcd2 Mmp L1
Gi14 pi I HO5S Hih clone 4 Amp I G52 plal BP0 1-Cred W My Amp N
G135 pEF BOS empty Amp DH&a G53 PEEAZ-GST-V12Cded2-Myc Amp BL21
G16 Sl Hhe Amp 1IHAa G54 pliER A -empty Amp HLM
8417 SR PESwl Armip DHEa a55 pRES wmply E.Cann Armip DHEa
G18 plONA-ME5e-CGFP Amp DHSa G536 PECFM-BH beta Kana DHSa
RE ] pChVE-PBS e lay Armp DHSa 857 | pRES-Myc-PE5aFull Lenghl buvin Armp DHSa
G20 pMT 2 PBSa Amp DHsa G5B | pREE HA PESa Full Lenght bovin(19) Amp DHSa
G241 peDRAD-POSE Amp Dl i5a G59 pRKS-1A-PODs delta DI bovin Amp Dl i5a
G22 pELUESCRIPT PBSa ABH Amp DHsa G&o pREES HA BH alpha mouse Amp DHsa
G23 (sl Amp HEM GE&1 pREI-HA-LH heta mnuse Amp 1IEa
G24 pT7T318L) PE5E delta BH Amp DHSa GE2 pT7T319U PESE sans mutations Amp DHSa
G25 pEGET G Kana 1IHAa GE3 plkA-HA-IHY heta mionse Amp 1IHAa
062¢ WGEX 2T B BL21 0884 | pEF-BOS-1CDZ-P110 (cunstilulil 4clil B DHEa
G27 pECFr C1 Kana DHSa GGS MAD KZFTR (constitutif actif) Amp DHSa
028 pRES Mycoemply @ confirmell Armp DHSa 088 pRES-HA-PBSSABH Armp DHSa
G289 pGEX 2T GST BHex Amp DHSa mutations mais méme a.a. GE&7 PTIDWT Mmp DHSa
G30 plEEH 2T-GET-0HE Amp Ol 5a mutations maiz méme a.a. | IGER pRES Myc-LE1RAC Amp Jni10
G331 pGEX 2T GST BHex Mmp BL21 mutations maiz méme a.a. GE&o pRES Myc LE1RAC Mmp DHSa
G132 pisl B 21-0511-HHE Amp BT mutatinns rans méme a a G70 pisl B2 T-03H1-ME W ElElalpha Amp I
G33 piGEX AT-GST-PBSa entier Armp DHSa mutations mais méme 3.3, GT1 pGEX 2T-GST-MEW BHbata Armp DHSa
G34 PR -0 - RS HH Amp DHea UK, pas de mitatinns G72 Pk 1= I-MEW HHalpha Amp HIM
G35 pGEX AT-GET-PESw wnlivr Amp EL21 mnulalions imais e d.4. G673 pGEX 2T-GET-HEW BHbula Amp BL21
G36 pISER 2T-CET-MBS el BH Amp BL21 10K, pas de mutations G74 pRES-HA-MNEW BHalpha Amp DHSa
0637 pGEX 2T-BET-FESE Armp DHE= 0K, pas de mulalions a75 PRS- HA-NEW BHbeta Armp DHEa
GI8 pGEX 2T GST PE5SEABH Amp DHSa Ok, pas de mutations G76 GFP ALCTIM Amp DHSa

domaine BH isolé a différencier des « new »BH que j’ai réalisé par la suite. Voici la
description de ces domaines BH d’origine murine: le domaine BHa issu de P850, correspond
aux acides nucléiques 496 a 891 (acides aminés : 166 a 297) ; le domaine BHp issu de P85

correspond aux acides nucléiques 367 a 771 (acides aminés: 123 a 257). Ces domaines ont

Figure 18 Récapitulatif des constructions utilisées pour cette étude.

NB : Au laboratoire, nous disposions déja de deux constructions correspondants au

été clonés dans le vecteur pEGFP-C2 par les enzymes de restrictions EcoRI et BamHI.

Anticorps primaires:

b) Anticorps

Anti Racl: clone 23A8, Upstate; dilution Western-Blot: 1/1000.

Anti Phospho-Akt (Thr308): #9275, Cell Signaling Technology (CST); WB: 1/500; IF: 1/50

Anti Phospho-Akt (Thr473): #9271, CST; WB: 1/500; IF: 1/50
Anti Akt: #9272, CST; WB: 1/500.
Anti a-tubulin: clone DM 1A, SIGMA; WB: 1/10000.

Anti PI3 Kinase P110a: #4254, CST; WB: 1/1000; IF: 1/100.
Anti Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182): #9211, CST; WB: 1/1000.
Anti Phospho-GSK3p (Ser9): #9336, CST; WB: 1/1000.

Anti Akt: #559028, BD Biosciences; WB: 1/1000.
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Anti Phosphotyrosine PY-Plus: Zymed; WB: 1/1500.

Anti PI3 Kinase P110a: clone H-201, #sc-7174, Santa Cruz; WB: 1/1000; IF: 1/100.
Anti PI3 Kinase P85: WB: 1/500; IF: 1/50 Upstate.

Anti PI3 Kinase P85a: clone U5, WB: 1/500; IF: 1/50; ICRF.

Anti PI3 Kinase P85f: clone T15, #MCA1170G, Serotec; WB: 1/500; IF: 1/50.
Anti Vinculine: clone hVIN-1, Sigma; dilution immunofluorescence: 1/300.
Anti SHIP: Upstate Biotech; dilution Western-Blot: 1/500.

Anti PTEN: Santa cruz; dilution Western-Blot: 1/1000.

Anti Cdc42: clone 44 BD Tansduction laboratories; dilution Western-Blot: 1/250.
Anti HA: clone 12C5A, dilution IF: 1/250.

Anti GFP: clone 7.1&13.1 Boehringer, dilution Western-Blot: 1/1000.

Anticorps secondaires (western-blot) :

Ac polyclonal de cheévre anti-IgG de lapin conjugué a la « Horse Radish Peroxydase » (HRP)
(DAKO, P0448, 1/2000°)
Ac polyclonal de lapin anti-IgG de souris conjugué a la HRP (DAKO, P0260, 1/5000°).

¢) Produits chimiques
Ly 294002, C;9H7NO3, Sigma L9908. Utilisé¢ a 20uM ajouté dans le milieu de culture des

cellules.
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3. Méthodes
a) Milieux et conditions de cultures

(1) Culture bactérienne
Les bactéries sont cultivées a 37°C en milieu complet LB Broth (10g de bactotryptone, 5g

d’extraits de levure et 5g de NaCL pour 1 litre d’eau). Un autre milieu le TB pour « Terrific

Broth » a été utilisé pour ce travail (préparation des « maxi-prep » en chlorure de cesium).

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes. Les

milieux solides sont obtenus par addition de 15g/L d’agar avant autoclavage.

(2) Culture des cellules A20
Les cellules A20 sont cultivées dans le milieu RPMI supplémenté par 10% de sérum de veau

feetal « décomplémenté » (56°C pendant 30 minutes), 2 mM de L-glutamine, 0.05 mM de B-
mercaptoethanol et enfin par des antibiotiques (Pénicilline 100UI/L et Streptomycine
100pg/L). La culture est faite dans un incubateur a 37°C, 5% CO2 en atmosphére humide.

Les cultures sont démarrées avec environ 10° cellules/ml et sont maintenues ensuite & environ
10° cellules/ml. La culture est maintenue soit par ajout, soit par changement de milieu ; ce
dernier est entieérement renouvelé une fois par semaine. Les cellules A20 ont la capacité d’étre
a la fois adhérentes et non adhérentes ; a chaque changement de milieu les deux populations
sont conservées. La population de cellules adhérentes est récoltée par tapotements avec la
main sur la boite de culture et par pipetages successifs.

Les cellules A20 sont congelées dans leur milieu de culture avec 5% de DMSO, a raison de

10° cellules/ml.

(3) Culture des cellules Jurkat
La lignée lymphocytaire T Jurkat est une lignée cellulaire dont les cellules poussent en

suspension. La culture a été entretenue dans du milieu RPMI 1640 supplémenté par 10% de
sérum de veau feetal « décomplémenté », 2 mM de L-glutamine et enfin par des antibiotiques
(Pénicilline 100UI/L et Streptomycine 100ug/L). La culture est faite dans un incubateur a
37°C, 5% CO2 en atmosphere humide.

La culture pour les cellules Jurkat est identique a celle pour les cellules A20.
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(4) Culture des cellules PAE
Les cellules PAE sont cultivées en milieu F12-HAM, supplémenté par 10% de sérum de veau

feetal « décomplémenté » 2 mM de L-glutamine et enfin par des antibiotiques (Pénicilline
100UI/L et Streptomycine 100ug/L, en complément, I’Hygromycine B 100 uM et la
Puromycine 500mM sont ajoutés pour les lignées PAE V12Rac et PAE V12Cdc42).

L’expression des transgenes est induite par ajout de 0.1mM d’IPTG dans le milieu de culture.

b) Techniques de biologie moléculaire

(1) Colony Cracking
La technique du cracking permet de sélectionner des candidats positifs a un clonage. En effet,

par cette méthode, on va pouvoir détecter les plasmides qui contiennent un insert. Cette
technique est rapide car il n’y a pas besoin de réaliser des « mini-prep », ni de faire un
screening par digestions enzymatique.

Suite a un clonage, les clones bactériens sont remis a pousser une nuit sur boite de pétrie sous
forme de patch de 2-3 cm environ. Une petite quantité de bactéries provenant du patch est
transférée dans un tube contenant 20 pl d’une solution de cracking (20 mM NaOH, 0.5%
SDS, 5 mM EDTA). Le tube est mit a incuber a 55°C pendant 30 minutes puis vortexé
pendant 1 minute (afin de casser I’ADN génomique en fragments de 20 a 30 kb). Du tampon
de charge est rajouté juste avant le dépot pour migration. Les clones éventuellement positifs
sont détectés, suite a 1’électrophorese, par un décalage de migration par rapport a un controle

(plasmide sans insert).

(2) Mutagénese dirigée
La mutagénese dirigée a été réalisée avec le kit provenant de chez Stratagene QuikChange®
Multi Site Directed Mutagenesis Kit. La technique consiste a amplifier le plasmide contenant
le géne a muter par PCR. Cette amplification est réalisée sur les deux brins a partir d’amorces
qui portent la mutation désirée. D¢s lors, on a deux sources de plasmides : une de plasmides
mutés néo-synthétisés et une de plasmides sauvages issus de la bactérie d’origine. Les
plasmides d’origine vont étre spécifiquement dégradés par une enzyme de restriction Bcll car

celle-ci ne reconnait son site de restriction que s’il est méthylé.

(3) Séquencages
Les séquengages d’ADN plasmidique ont ¢été réalisés par 1’entreprise MWG Biotech

(Ebersberg, Allemagne).
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(4) Electrophorese en gels d’agarose
L’électrophorése de I’ADN a été réalisée sur gels d’agarose 0.8% (parfois 2% pour les

fragments d’ ADN de petite taille) sous une tension de 80V. Le tampon de migration utilis¢ est
le TAE (0.8 M Tris-acetate, 20 mM EDTA). La migration est suivie grace a une solution de
dépdt (6x : 0.25% bleue de Bromophénol, 0.25% xylene-cyanol, 30% glycérol). Un marqueur
de poids moléculaire allant de 10 kb a 0.5 kb (« 1 kb DNA ladder » de marque New England
BioLabs) a été¢ déposé afin d’estimer la taille des fragments d’ADN. Aprés migration, les
fragments d’ADN sont observés sous UV grace au Bromure d’ethidium préalablement inclus
dans le gel d’agarose a raison de 0.5 pg/ml.

Pour estimer la taille des petits fragments d’ADN, nous avons utilisé¢ préférentiellement un

marqueur « 100 bp DNA ladder » (New England BioLabs).

(5) Purification d’ADN
Pour purifier I’ADN plasmidique plusieurs protocoles ont été utilisés.

Les « Mini-Prep » :

O « Mini-Prep » classique : le protocole de purification est celui décrit par
Sambrook et coll (1989).

O « Mini-Prep » pour séquencage : Pour les préparations d’ADN plasmidique
destinées a étre séquencées, nous avons du utiliser un kit de purification pour
obtenir une pureté supérieure a celle obtenue avec le protocole de « Mini-
Prep » classique. Le kit utilisé¢ est de marque Promega (Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System)

Les « Maxi-Prep » :

0 «Maxi-Prep » chlorure de Césium: les purifications d’ADN en grandes
quantités par la méthode du gradient de chlorure de césium ont été réalisées
selon le protocole décrit par Sambrook et coll (1989). Cette « maxi-prep » est
réalisé€e a partir d’une culture sur la nuit dans 500 ml de Terrific Broth (TB).

0 « Maxi-Prep » Qiagen : Alternative aux « maxi-prep » chlorure de césium.
QIAGEN, Plasmid Maxi Kit.

Pour purifier les fragments d’ADN issus de digestions enzymatiques ou de PCR, nous avons

utilisé le kit « GFX PCR DNA and GEL Band Purification Kit » de I’entreprise Amersham.

(6) Transformations
Les transformations des bactéries sont effectuées selon le protocole décrit par Chung et coll

(1988)
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(7) Réalisation des mutants P85.
(a) Elaboration du mutant PSSBABH

Dans ce mutant de délétion : P8SBABH, nous avons délété la région correspondant au
nucléotide 364 jusqu’au nucléotide 768 (acides aminés : 122 — 256). Le plasmide d’origine a
partir duquel j’ai réalisé le mutant de délétion de P85 nous a été donné par le Docteur
Johannes W.G. Janssen (Institute of Human Genetics, Heidelberg, Allemagne). L’ADN
complémentaire (ADNc) de P85 murin a été cloné dans le vecteur T7T319U (G1, G2 et
G44).

Principe de la technique : Serpligie pour [ création A mutant o Siinon da PR

Le principe de la méthode utilisée pour —

.FT:'T_l-:.-_. ',"'.‘;f.i.- -

réaliser la délétion est schématisé dans la W~ -
.
Figure 19. Cette méthode est réalisée en
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Figure 19 : Schéma descriptif de la technique adoptée
pour réaliser le mutant de délétion : PSSBABH.

o [ étape : Génération d’un fragment contenant la délétion

J’ai fais une PCR de part et d’autre du domaine BH que je souhaitais déléter. L’une
de deux PCR, celle en position 3’ du domaine BH, a été faite avec une amorce qui
portait une séquence complémentaire a la séquence amplifiée par la PCR en 5’ du
domaine BH.
La PCR en 5’ du domaine BH a été réalisée a 1’aide des amorces « 2214 » et « 2215 »,
la PCR en 3’ a été faite avec les amorces « 2217 » et « 2224 ». L’amorce « 2214 » est
celle qui porte la séquence complémentaire et qui doit permettre 1’hybridation entre les
fragments «5°» et «3°».

Les brins complémentaires des deux fragments «5°» et «3’» qui doivent s’hybrider

vont étre amplifié par PCR avec les amorces « 2214 » et « 2224 » (voir Figure 19).
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La PCR issue du fragment «5’» et du fragment «3°» a bien généré un produit

d’amplification correspondant a un fragment ou le domaine BH est absent.

o 2°" étape : Clonage du fragment contenant la délétion :

Une fois ce fragment

i - ..: 1 3
obtenu, il ne me restait plus | Tl S [ o
\ . - o
qu’a le mettre en lieu et place .
FEA
. e e sEHiH T . SEATHEM
du fragment homologue mais =~ : 4 i
r1 7.7 . .. = —
non délété, du domaine BH. | IR : " ol
Pour faire ce « clonage », j’ai - < o
L .- e Bt
choisi les enzymes de ' I " -
i - m
restriction BInl et Bell. W I R B
L’enzyme Bcll est une enzyme e
qui ne va cliver son site de oy |
restriction que si celui n’est pas
modifié par méthylation, or les Figure 20 : Schéma décrivant la premiére étape de

réalisation du mutant P§S5ABH.
bactéries DHS5a contiennent les méthylases permettant ces modifications. Avant toutes

choses, j’ai du transformer le plasmide T7T319U-P858 dans des souches d’E.coli
déficientes en méthylases : IM110 et GM33. Le plasmide purifi¢ a partir de I'une de
ces souches a été digéré par Blnl et Bcll, puis j’ai cloné le fragment délété du domaine

BH dans ce vecteur.

Suite au séquengage de la zone couvrant la délétion, j’ai confirmé que la délétion du domaine

BH ¢était bien réalisée. J’ai ainsi obtenu la construction T7T319U-P85BABH (stock G24).

(b) Réalisation de mutants des isoformes P85 étiquetés
GST

(1) Réalisation des constructions : pGEX2T-
P85a, pGEX2T-P850aABH, pGEX2T-BHa et
pGEX2T-BHp

Pour réaliser les constructions étiquetées avec la Glutathione S-Tranférase (GST), j’ai utilisé
le plasmide pGEX2T. Le principe du clonage est identique pour toutes les constructions. Dans
un premier temps, je fais une PCR avec des amorces qui me permettent d’ajouter les sites de
restriction reconnus par BamH1 et EcoR1. Ensuite, les fragments de PCR ont été clonés dans

le plasmide pGEX2T préalablement digéré par BamH1 et EcoR1.
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Les couples d’amorces utilisés pour les réactions de PCR sont (P1, P2) ; (P1, P2); (P3, P4);
(P7, P8); (P7, P8)et (PS5, P6) respectivement pour P85a; P850dABH ; BHa; P858;
P85BABH et BH.

Remarque : le clonage pour les constructions GST-P85 et GST-P85ABH varie légerement
des autres du fait que j’ai du faire une digestion partielle des fragments de PCR. En effet,
I’ADNc de P85 contient un site de restriction BamH|1 interne.

Les clones positifs ont dans un premier temps été sélectionnés au travers d’un crible par
«Colony Cracking », puis confirmés par analyse de leur profil de restriction et enfin envoyés a
séquencer.

Le vecteur pGEX2T-P8504ABH (G34, G36)ne contient aucune mutation. Les vecteurs
pGEX2T-P85a (G33, G35); pGEX2T-BHa (G29, G31); et pGEX2T-BHB (G30, G32)
contiennent des mutations au niveau nucléotidique mais qui sont sans conséquence au niveau

des acides aminés.

(i1) Correction de la mutation dans la
construction T7T319U-P85p3

Les vecteurs pGEX2T-P85B et pGEX2T-P85BABH portent tous deux une mutation en
position 1674 (A>T) (la position réfere a I’ADNc de P85 non délété). Cette mutation a été
retrouvée sur tous les clones séquencés, ceci veut donc dire que la mutation était déja présente
dans le plasmide d’origine T7T319U-P85p envoyé par Le D" Johannes W.G. Janssen. Pour
résoudre ce probléme, le D' Janssen nous a envoyé d’autres vecteurs « P85B » mais d’aprés
leur séquencage, leur insert était soit incomplet soit muté.

En fin de compte, pour me débarrasser de la mutation A1674T, j’ai utilisé¢ la méthode de
mutagénese dirigée (cf. Matériel et Méthodes). La mutagénese dirigée a été faite sur le
plasmide T7T319U-P85 (G44, muté) et suite a cela, j’ai pu obtenir un nouveau plasmide ne
contenant plus la mutation A1674T.

Ce plasmide T7T319U-P85B non muté est stocké sous le nom G62. La construction a été

vérifiée dans son intégralité et ne comporte plus aucune mutation.

(iii)Correction de la mutation dans les
constructions pGEX2T-P85f et pGEX2T-
P85BABH

Par la suite, il m’a fallu corriger la mutation A1674T présente dans les plasmides pGEX2T.

Au lieu de refaire toute les étapes de PCR a partir du plasmide P85 (G62) non muté, j’ai
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préféré échanger le fragment muté sur les plasmides pGEX2T par le fragment non muté du

plasmide G62 (voir Figure 21).

Pour faire cela, j’ai choisi les
PLEXIT-FEN)
enzymes BgllI et PmlI qui bordent le o R
site portant la mutation, ainsi par TIPS TIT3 0P y
Wuls Nom Muks ..“
simple clonage, j’ai pu remplacer le Lk
fragment muté par celui ne 1’étant E =TT E = [IEn
igii Mol 2 -
pas. J’ai ainsi obtenu les vecteurs '
pGEX2T-P85B (G37 et G42) et
pGEX2T-P85BABH (G38 et G43). s Ll
pOEXIT-PRY)
Ces vecteurs ont été vérifiés par e
six, Ml
séquencage et effectivement, ils ne
portent plus la mutation A1674T.

Figure 21 Correction de la mutation A1674T de I’ADNc¢
de P85p. Correction réalisée par mutagénése dirigée avec le
kit Stratagene QuikChange® Multi Site Directed

Mutagenesis Kit.

(¢) Réalisation des constructions « nouveaux» BH
Apres une analyse extensive de la littérature concernant le domaine BH de P85, et malgré une

forte divergence de taille, j’ai pu me faire une idée précise de la région correspondant a ce
domaine. J’ai rapporté les différents domaines BH trouvés dans la littérature, ainsi pour des
constructions de type BH isolé on trouve des régions couvrant les acides aminés 71-339
(Zheng, Bagrodia et al. 1994) ; 78-320 (Bokoch, Vlahos et al. 1996), 110-301 (Musacchio,
Cantley et al. 1996), 104-302 (Harpur, Layton et al. 1999) ; pour les mutants de délétions du
domaine BH, les régions délétées correspondent aux acides aminés : 84-313 (Chamberlain,
Berry et al. 2004), 144-299 (Hill, Huang et al. 2001; Kang, Schneider et al. 2002), 134-302
(Harpur, Layton et al. 1999), 119-256 (Beeton, Chance et al. 2000).

L’erreur pour la désignation des régions des anciens BH vient, je pense, d’un alignement avec
un mutant de délétion. Dans ces mutants de délétion, méme si la perte du domaine BH n’est
pas totale, on peut aisément imaginer que si une majeure partie de ce domaine est retirée alors

ce domaine ne sera plus fonctionnel. Les auteurs ont donc désigné cette région comme étant le
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domaine BH, mais si on prend cette région isolée comme étant le domaine BH, on n’aura pas

de domaine BH fonctionnel.

Aprés m’étre rendu compte que les anciens BH ne pouvaient étre fonctionnels car tronqués
dans leur partie N-terminale, j’ai décidé de refaire toutes les constructions pour les domaines
BH en choisissant des amorces qui couvriraient une zone €tendue. Le choix des amorces pour
le domaine BH de P85a a été fait a partir d’une publication (Musacchio, Cantley et al. 1996)
dans laquelle les auteurs ont résolu la structure du domaine BH de P85a. Les auteurs de cette
publication définissent la région comprise entre les acides aminés 110 et 302 comme le
domaine BH. J’ai donc cong¢u des amorces qui permettent de faire I’amplification de ce
domaine.

Pour le choix des amorces pour le domaine BH, j’ai fait un alignement des isoformes P85a
et P85B. D’apres ’alignement, j’ai décidé que le domaine BH de P85 correspondrait aux

acides aminés 106 a 289.

Les amorces pour amplifier le «nouveauy domaine BHa sont P16 et P17.

Les amorces pour amplifier le «nouveauy domaine BHp sont P18 et P19.

Le clonage des nouveaux domaines BH a ¢été fait exactement comme pour les autres
constructions. L’absence de mutations sur les plasmides pGEX2T-«new»-BHa (G70 et G72)
et pGEX2T-«new»-BHP (G71 et G73) a été vérifide par séquengage.

(d) Réalisation de mutants des isoformes P85 étiquetés
HA

Ne disposant pas de plasmide qui (1) permet d’apporter une étiquette HA en position N-
terminale de mes inserts et (2) ne contient pas les sites de clonage BamHI1 et EcoR1, j’ai
décidé de créer le plasmide HA. J’ai choisi cette solution car cela m’évitait de passer par des
étapes de PCR qui sont génératrices de mutations, ce qui m’aurait obligé a réaliser des
séquencages par la suite. Ces séquengages sont compliqués de part la longueur des inserts et

couteux par la nécessité de séquencer 6 constructions.

Principe de construction du Plasmide HA :

Jai fait synthétiser deux oligonucléotides, P11 et P12, qui portent la séquence codant pour

I’Hémagglutinine et en plus de cela, ces oligonucléotides contenaient le site BamH1 qui
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permet le clonage des inserts préalablement clonés dans le pGEX2T. Les séquences des
amorces P11 et P12 sont présentées dans le chapitre Matériel et Méthodes.

Il n’est pas ais¢ de réaliser un clonage d’amorces de si petite taille et surtout il est difficile de
savoir si elles ont bien été insérées dans le plasmide. Pour ce clonage, j’ai du réaliser un

clonage peu conventionnel que je décris ci-dessous.

Le plasmide utilisé pour ajouter 1’étiquette HA est le pRK5-Myc (voir tableau plasmides ;
G28).
La construction du plasmide « HA » a été réalisée en deux étapes qui sont schématisées dans
la Figure 22:
o [ étape : clonage de P85a dans le vecteur pRK5-Myc
Dans un premier temps, j’ai cloné ’insert P85a. Pour ce faire, j’ai digéré le vecteur
pGEX2T-P85a (G35) par les enzymes de restrictions BamH1 et EcoR1, ensuite
I’insert P85a a été cloné dans le pRKS5-Myc préalablement digéré par BamH1 et
EcoR1 (voir Figure 22). Apres transformation, 1’identification des clones positifs a été
faite par la méthode de « Colony Cracking » (voir Matériel et Méthodes). Les clones
ainsi présélectionnés ont été vérifiés par digestion enzymatique.
J’ai ainsi obtenu le plasmide pRKS5-Myc-P85a bovin (G57) qui permet
I’expression de la protéine chimérique Myc-P85a.
o 27" tape : clonage de I’étiquette HA dans le vecteur pRKS5-Myc-P850
Dans un second temps, il a fallu cloner I’étiquette HA en lieu et place de I’étiquette
Myec. Pour faire cela, le plasmide pRK5-Myc-P85a (G57) a été digéré par les enzymes
de restriction Clal et Bamhl ce qui permet de libérer 1’étiquette Myc. Les amorces
P11 et P12 en s’hybridant forment un site compatible Clal et un site compatible
BamH]1. Ainsi les amorces P11 et P12 ont été clonées dans le plasmide pRKS5-Myc-
P85a digéré (voir Figure 22).
e Vérification des clones : détection par PCR
La taille de I’insert « HA » étant trés petite, je ne pouvais pas vérifier si I’insert
avait été correctement cloné par simple analyse de profils de digestion. Pour vérifier,
j’ai utilisé la technique de PCR sur colonies bactériennes.
Pour la PCR, j’ai utilisé ’amorce P11 spécifique de 1’étiquette HA et 1’amorce P2
s’hybridant en partie « C-terminale » de P85a. S’il y a amplification a partir d’une

colonie, ceci veut dire que la colonie contient le vecteur pRK5-HA-P85a. Comme

témoin positif, j’ai utilisé les amorces P1 et P2 spécifiques de P850 qui permettent
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I’amplification de P85a (voir Figure 22). J’ai pu ainsi sélectionner plusieurs clones et
J’ai par la suite vérifié que ces vecteurs permettaient 1’expression de la protéine HA-
P85a. L’expression de la protéine HA-P85a a été vérifiée par western-blot a partir de
cellules A20 transfectées avec ces vecteurs. J’ai confirmé que la construction G58
permet I’expression de la protéine HA-P85a (détectée par I’anticorps anti-HA 3F10 et
I’anticorps anti-P85a US5).

Figure 22: Construction du plasmide HA.

Une fois ce plasmide construit, j’ai sous-cloné les différentes constructions « P85 »
clonées dans le pGEX2T, dans le vecteur G58: pRKS5-HA-P85a. Vecteur préalablement
digéré BamH1 et EcoR1 et ou I’insert P85a a été retiré.

Les constructions issues de ce sous-clonage ont été analysées par la technique de PCR sur
colonies puis par leur profil de digestion (Pour les PCR I’amorce P11 a toujours été utilisée
pour vérifier la présence de 1’étiquette HA ; les amorces complémentaires utilisées sont P2, P4

et P6 respectivement pour les inserts P85aABH, BHa et BHP).

¢) Transfections
Les transfections ont été réalisées via la technique d’électroporation.

Pour 1’électroporation, nous utilisons un appareillage de marque Bio-Rad. Avant
¢lectroporation, les cellules sont resuspendues dans 500 pl de leur milieu de culture mais
dépourvu de sérum puis déposées dans une cuve d’électroporation. Les conditions du choc
¢lectrique et le nombre de cellules par cuvette sont déterminés pour chaque type cellulaire

(Voir Tableau 1).
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Tableau 1 Conditions des transfections par électroporation en fonction des différents types cellulaire.

Cuvette
Nombre de cellules
Voltage |Capacitance | Résistance | (distance entre
par cuvette
les électrodes)

Cellules A20 | 15320 .10° 310V 950 F - .
Cellules
Jurkat 15.10° 310V | 950 uF ~ 4 mm
Cellules PAE
(tous types) 10.10° 250V 1950 pF ~ 4 mm

d) Techniques biochimiques

(1) Western-Blot
Lorsqu’il n’est pas précisé, le tampon de lyse utilisé correspond a une solution contenant du

Tris pH 7.5 100mM, NaCl 150mM, EDTA 5mM, NP40 1%. Le tampon de lyse est
complémenté extemporanément par : PMSF 2mM, Aprotinine 2mM, Orthovanandate 0.2mM,
NaF ImM et enfin un cocktail d’inhibiteurs « SPI » (Pepstatin A, Leupeptine, Chymostatin) a
1mM. Le tampon de lyse est utilisé a raison de 50uL pour 2.10° cellules, la lyse est effectuée
sur glace pendant 10 minutes. Aprés centrifugation a une vitesse de 14000 rpm a 4°C, la
concentration protéique de 1’échantillon est déterminée par la méthode de Bradford en
utilisant une courbe standard d’albumine. L’électrophorése des protéines est réalisée en gels
SDS-PAGE. Pour la préparation des dépots, on ajoute aux échantillons le tampon de charge
(concentration 6X: glycérol 60%, Tris pH 6.8 300mM, EDTA 12mM, SDS 12%, pB-
mercaptoethanol 864mM, Bleu de Bromophénol 0.05%) puis les échantillons sont incubés 5
minutes a 100°C. L’électrophorese est faite a voltage constant, 80 V pour la migration dans la
partie « running » du gel puis 150V pour le reste de la migration. Apres I’électrophorese, les
protéines sont transférées sur une membrane PVDF (Immobilon, Millipore) et ce transfert
« liquide » est fait avec un appareillage Bio-Rad avec un voltage constant de 120V pendant 50
minutes. Apres transfert, la membrane est mise a « bloquer » pendant 1 heure dans une
solution de PBS-T, 5% lait, alternativement pour la détection de protéines phosphorylées, on
utilise comme solution de blocage du TBS, 5% BSA. Les membranes sont ensuite traitées
comme décrit dans le protocole du kit « ECL » (Amersham Pharmacia Biotech). Pour

précision, toutes les membranes utilisées sont traitées avec le tampon PBS-T, seules les
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membranes utilisées pour la détection de protéines phosphorylées sont traitées de bout en bout

avec une solution de TBS-T.

PBS-T : PBS avec 0.05% de Tween 20
Tris Buffered Saline / TBS: Tris pH 7.5 20mM, NaCl 154mM.
TBS-T : TBS avec 0.05% Tween 20

Marqueur de poids moléculaire : marque Bio-Rad Precision Plus Protein Prestained Standards
All blue.

(2) Immuno-précipitation
Pour les expériences d’immuno-précipitation, nous avons utilis¢é un tampon de lyse

particulier: tampon Co-Ip: Tris pH 7.5 20mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Brij 97 0.875%,
NP-40 0.125% et toujours extemporanément on ajoute des inhibiteurs (cf western-blot). La
lyse est effectuée sur glace pendant 30 minutes avec 500 pl de tampon Co-Ip pour 10.10°
cellules. Apres centrifugation (14000 rpm, 4°C), le lysat est prélavé avec 100ul de « billes »
protéine-G-Sepharose (sigma P3296) pour Iml de lysat pendant 10 minutes, 4°C. Suite a
I’étape de prélavage, le lysat est mis a incuber avec I’anticorps (3 a 4 pg) pendant 1 heure a
4°C et sous agitation, au bout de cette heure, le complexe immun est capturé avec 100ul de
protéine-G-Sepharose pour Iml de lysat pendant 1 heure a 4°C sous agitation. Enfin, apres
récolte des billes porteuses des complexes immuns et 3 lavages avec le tampon de lyse, les
billes sont reprises avec 100ul de tampon de charge 1X et mises a bouillir 5 minutes a 100°C.

Les échantillons sont ensuite analysés par le biais d’un western-blot classique.

(3) Production de Protéines
Toutes les constructions clonées dans le vecteur pGEX2T ont été transformées dans la souche

bactérienne BL21. Cette souche permet une bonne expression de la protéine en réponse a

I’IPTG.

e Le protocole d’expression identique pour toutes les constructions est le suivant :

Une pré-culture de 50 ml de milieu LB + antibiotiques est mise en culture la nuit a 37°C. Le
lendemain cette pré-culture est utilisée pour inoculer 450ml de milieu LB + antibiotiques. Au
bout d’une heure de culture a 37°C, j’ajoute de I'IPTG a une concentration finale de 0.1 mM,
I’induction est conduite pendant 2 heures a 37°C. Les cellules sont alors sédimentées par

centrifugation 10 minutes 4°C 5000 rpm. Toutes les étapes sont ensuite réalisées dans la glace
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ou a 4°C. Le culot bactérien est resuspendu avec 25 ml de PBS 1X froid (plus 10 pg/ml SPI,
0.5 mM PMSF) puis soniqué (4 séries de: 30 sec d’ultrasons, 30 sec dans la glace ;
Amplitude 40, sur appareil Bioblock vibracell 75022). Un détergent, le Triton X-100
(concentration finale 1%) est ajouté au lysat. Le lysat est alors mis sous agitation a 4°C
pendant 30 min. Apres ce laps de temps, le lysat est centrifugé 10 min a 4°C 10000 rpm. Le

surnageant contient la protéine surexprimeée.

e Protocole de purification sur billes Glutathion-Agarose :

Les billes de Glutathione-Agarose équilibrées a 50% en PBS 1X, sont lavées 3 fois par du
PBS 1X avant utilisation. 1ml de la solution de billes a 50% est ajouté au surnageant obtenu
précédemment, le tout est mis sous agitation pendant 1 h a 4°C. Les billes sont alors
sédimentées par centrifugation lente 800 rpm quelques secondes (a 4°C), puis lavées 3 fois
par une solution de PBS 1X. La solution de billes est alors ramenée a 50% dans du PBS 1X.

Ayant fixées la protéine d’intérét, les billes sont alors prétes a I’emploi.

e Vdérification de I’expression des protéines chimériques :
Production des protéines : GST-P85a, GST-P8504ABH, GST-BHa, GST-P85 B, GST-P85 B
ABH et GST-BH .

L’expression et la purification ont été vérifiées par électrophorese en gels d’acrylamide puis
par coloration au bleu de Coomassie. Une quantification de la quantité de protéines purifiées
peut étre estimée par I’ajout d’une gamme de BSA lors de I’électrophorése.

La Figure 23 montre que les protéines sont correctement synthétisées et purifiées. La Figure
23 (A et B) montre I’induction et la purification des différentes protéines ; nous avons vérifié
par western-blot que ces protéines étaient effectivement reconnues par un anticorps anti-GST
(voir Figure 23 C). Enfin dans la Figure 23 D, je montre que les nouveaux domaines BH

peuvent de la méme facon étre induits et purifiés sur bille Glutathione-Agarose.
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Figure 23 Expression des protéines de fusion étiquetées avec la GST. A) Expression des protéines
recombinantes de I’isoforme P85a ; GST-P85a, GST-P850aABH, GST-BHa; les pistes représentent les lysats
bactériens avant induction, aprés induction a I’IPTG puis la piste « billes » représente les protéines purifiées sur
billes Glutathionne-Agarose. B) Idem que A) pour les protéines recombinantes de 1’isoforme P85 ; GST-P85 f,
GST-P85 p ABH, GST-BH B. C) Les protéines recombinantes GST-P85a, GST-P850dABH, GST-BHa, GST-P85
B, GST-P85 B ABH, GST-BH P purifiées sur billes Glutathionne-Agarose détectées par western-blot avec
I’anticorps anti-GST (les astérisques indiquent la bande correspondant a la protéine recherchée). D) Les
protéines GST-«new»BHa et GST-«new»BHp, issues de 3 vecteurs différents, aprés purification sur billes
Glutathionne-Agarose. Visualisation apres coloration au bleu de Coomassie.
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(4) Gels non dénaturants
La composition des gels d’acrylamide est parfaitement identique a celle des gels utilisés en

SDS-PAGE, a un détail prés, les gels non dénaturants sont réalisés sans SDS.

Le tampon de migration utilisé est une base identique a celui utilisé en SDS-PAGE auquel on
n’ajoute pas de SDS. (Tampon Tris-Glycine sans SDS). Le tampon de charge utilisé pour
faire les dépdts d’échantillon est un tampon non dénaturant : concentration 6X: glycérol 60%,
Tris pH 6.8 300mM, EDTA 12mM, Bleu de Bromophénol 0.05%. L’électrophorése est

réalisée avec une tension de 50V pendant environ 12 heures pour un gel 10%.

(5) Coloration au bleu de Coomassie
Les protéines séparées sur gels d’acrylamide dénaturants ou natifs ont été colorées par la

méthode du bleu de Coomassie. Le gel d’acrylamide est plongé pendant 30 min dans une
solution de coloration qui va permettre de fixer les protéines et aussi de les colorer. Aprés
cette incubation le gel est plongé dans des bains de solution de décoloration. En général, 3
bains de 5 minutes suffisent pour décolorer le gel, le nombre de bains est adapté en fonction
de I’intensité de coloration

Solution de coloration : pour 100 ml ; 0.25 g de bleu de bromophénol, 45 ml d’Ethanol 100
%, 5 ml acide acétique glacial, qsp H,O. Solution de décoloration : pour 100 ml; 30 ml

d’Ethanol 100 %, 10 ml acide acétique glacial, qsp H,O.

(6) Précipitation des petites GTPases — GST pull-down
La précipitation des protéines Rac et Cdc42 sous forme GTP est réalisée grace au domaine

« Cdc42/Rac Interactive Binding » (CRIB) de Pak. L’insert codant pour ce domaine a ¢été
cloné dans le plasmide pGEX-2T, qui permet I’expression d’une protéine chimérique, fusion

de la Glutathione S-transferase (GST) et du domaine CRIB.

e Expression et purification de la protéine GST-CRIB :

La bactérie est mise en pré-culture dans 50 ml de LB durant toute une nuit, le lendemain
ces 50 ml sont utilisés pour ensemencer 450 ml de LB frais. Aprés 1 heure a 37°C, on
ajoute de I'IPTG 0.1 mM final pendant 2 heures pour induire la synthése de la protéine
chimérique. Apres centrifugation 10 minutes 4000 rpm a 4°C, le culot est repris dans 25
ml de PBS froid + inhibiteurs (10 pg/ml SPI, 0.5 mM PMSF) puis soumis aux ultrasons, 4
séries de : 30 sec d’ultrasons, 30 sec dans la glace. (Amplitude 40, sur appareil Bioblock

vibracell 75022). Enfin du Triton X-100 est ajouté (1% final) et le lysat est mis a agiter

66 --



Matériel et Méthodes

sur une roue a 4°C pendant 30 minutes. Apres centrifugation (10000 rpm, 10 minutes,
4°C), le lysat est mit a incuber 1 heure, 4°C, sous agitation, en présence de 1ml de billes
Glutathione-Sepharose 50% préalablement lavées en PBS. Les billes sont ensuite lavées 3

fois en PBS et conservées a 4°C en présence de PBS + inhibiteurs.

(7) Elution
Les protéines purifiées sur billes Glutathione-Sepharose, ont été éluées de ces dernicres en

fonction des expériences. Le tampon d’¢lution est le suivant : 25 mM de Glutathione (sigma),
50 mM Tris HCI pH 8. Le pH de la solution est ramené a 8 par ajout de NaOH (IN). La
solution de billes 50%, contenant les protéines purifiées, est asséchée par aspiration avec une
seringue, puis on ajoute sur les billes le tampon d’élution (2 50%). Le tout est mis sous
agitation pendant 10 minutes a 4°C. Les billes sont asséchées, la solution contenant les

protéines ¢luées prélevée et est conservée a 4°C.

(8) Dialyse
La dialyse dans mon cas a été nécessaire apres 1’élution des protéines de fusion avec la GST.

Cette étape a été réalisée pour éliminer la glutathione utilisée pendant 1’élution.

La dialyse a été réalisée dans des boudins de dialyse de marque Pierce (SnakeSkinT Dialysis
Tubing, 7K MWCO, #68700). Environ 500 pul de solution a dialyser ont été placés dans le
boudin de dialyse. La dialyse a été conduite contre 5 litres d’une solution de PBS froide et
sous agitation pendant toute une nuit a 4°C. Suite a cela, le contenu du boudin de dialyse a été
récupéré et stocké a 4°C. La quantité de protéines restante, suite a cette étape, a été évaluée

par électrophorese en gels d’acrylamide puis coloration avec du bleu de Coomassie.

(9) Quantification
Pour quantifier les résultats obtenus en Western-Blot, j’ai utilisé le logiciel de quantification

Image J (Abramoff, M.D., Magelhaes, P.J., Ram, S.J. "Image Processing with Imagel".
Biophotonics International, volume 11, issue 7, pp. 36-42, 2004.).

e) Techniques d’imagerie
(1) Immunofluorescence
Pour faire les immunofluorescences, les cellules sont mises en culture sur des lamelles de
verre, avant d’avoir atteint la confluence, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde
3% préparé dans du Cytoskeletal Buffer, CB, (10 mM MES : acide morpholineethanesulfonic,
150 mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl,, et 5 mM glucose [pH 6.1]) pendant 10 minutes a

température ambiante. Les cellules sont ensuite perméabilisées avec une solution de Triton X-
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100 0.1% pendant 1 minute. Apres 3 lavages successifs avec du CB, les cellules sont incubées
dans une solution de blocage (BS pour Blocking Solution, 1% bovine serum albumin et 2% de
sérum de veau feetal dans du TBS) pendant 5 minutes puis dans une solution de BS contenant
I’anticorps primaire dilué pendant 30 minutes et apres 3 lavages dans une solution de TBS, les
cellules sont incubées finalement avec 1’anticorps secondaire conjugué a un fluorochrome,
dilué dans du BS, pendant 30 minutes. Encore 3 derniers lavages en TBS, puis les lamelles
sont lavés a 1’eau et enfin montées sur des lames de microscope avec du Fluoromount
Mounting Medium.

Pour tout ce qui n’est pas des immunomarquages, tels que le marquage des noyaux par le
Hoescht ou le marquage de I’actine via les Phalloidines conjuguées a un fluorochrome,
(marquages se faisant en une seule étape), ces composants ne sont ajoutés qu’au moment

correspondant a I’ajout de I’anticorps secondaire.

Les anticorps secondaires de type Alexa 488 et 546 couplés au FITC ainsi que le Hoescht
33342 (utilisé au 1/50 000°) proviennent de chez Molecular Probes.
Les marquages de ’actine ont été réalisés par I’utilisation de la phalloidine couplée a un

fluorochrome: 1’Alexa 546 (Invitrogen, 1/400°), soit le FITC (Sigma, 1/600).

Les dilutions utilisées en immunofluorescence pour les anticorps sont indiquées dans le

« Matériel et Méthodes », partie « Anticorps ».

(2) Acquisition des images
Les cellules ont été analysées par microscopie a épifluorescence sur un microscope inversé:

Nikon TE2000 avec soit un objectif 40x (NA 1.30) soit un objectif 60x (NA 1.40).
Les cellules ont pu étre également analysées par microscopie confocale sur un microscope

inversé de marque ZEISS : LSM 510 META, objectif 63x (NA 1,4).

(3) Traitement des images
Le traitement des images de microscopie a été réalisé par le logiciel Adobe® Photoshop CS.
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D. Résultats — Discussion

1. Premiére Partie : L’activité de la protéine kinase Akt est
contr6lée par la GTPase Rac et la phosphatase SHIP en
conditions non adhérentes.

a) Introduction du papier

Dans I’article présenté ici, nous explorons la régulation d’ Akt par les isoformes Racl et Rac2
en faisant varier les conditions expérimentales et le type cellulaire. Ces travaux font suite a la
découverte que la protéine Akt pouvait étre activée par Rac (Genot, Arrieumerlou et al. 2000).
Le modeéle utilisé était les cellules Jurkat (J.LHMT1). De I’utilisation de ce modele ont découlées
certaines questions auxquelles nous répondons dans cet article.

e Les Jurkat sont des cellules hématopoiétiques: ce type cellulaire exprime
spécifiquement une isoforme de Rac : Rac2. Nous avons évalué I’activation d’Akt en
utilisant soit I’isoforme hématopoiétique Rac2 soit la forme ubiquitaire Racl.

e [’établissement de la lignée cellulaire Jurkat s’est suivi d’une altération des
mécanismes de régulation de la mort cellulaire, et en particulier les cellules Jurkat sont
devenues déficientes en PTEN (régulateur négatif de la protéine Akt). Nous avons
donc vérifié que ce n’était pas I’absence de PTEN qui rendait possible 1’activation
d’ Akt par Rac.

e Les cellules Jurkat sont un modele hématopoiétique, nous avons recherché si

I’activation d’ Akt par Rac était restreinte ou non aux lignées hématopoiétiques.
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SUMMARY

We previously showed that Racl stimulated Akt in T lymphocytes cultured in suspension.
This regulation confrasts with tindings obtained in tibroblasts, endothelial or neuronal cells
grown ot substrate, where Akt regulation appears to be independent of Rac. In the present
study, we have explored several aspects of Akt regulation which could account for this
digcrepancy. Uging various cell lines and transient transtection protocols, we now show that
the regulation of Akt by Race 15 not dependent on the Rae isoform. nor on the expression of the
tumour suppressor PIEN, and that this pathway is not restricted Lo the hemalopoictic lincage.
In contrast. the stimwlation of Akt by Rac was found to be dependent on cell adhesion and
SIIP expression. In suspended cells. but not in adherent cells. Rac and Akt were associated in
a complex where both were found in their active state. Turthermore, deletion of SIIP
promoted Akt and Rac association whersas overexpression of SHIP reduced it. Our data
reveal the existence of a borg fide Rac =2 Akt signaling pathwayv operational only in
suspended cells and potnt to an alternative survival signal that s called into action when cells

lose conlact with the subsirale and:or wilh other cells.

INTRODUCTION
Akt (also known as PKDB), 15 a serine'threonine protein kinase originally discovered as the

oncogene product of the transforming AKTE virus respousible for spontaneously arising

leukemia and lymphoma (Staal, 1987). The role of’ Akt in maintaining cell survival has been

71 --



Résultats-Discussion : Premiére Partie «L activité de la protéine kinase Akt est contrélée par
la GTPase Rac et la phosphatase SHIP en conditions non adhérentes.»

extensively described and involves several mechanisms. It occurs through direct effects on the
apoptosis machinery by targeting the pro-apoptotic Bel-2 related protein BAD, by affecting
the transcriptional response to apoptotic stimuli, by regulating Forkhead factors and also by
influencing the activity of the p53 family (Downward, 2004). In lymphocytes, Akt is
stimulated by antigen receptors (Ward et al., 1992), by co-stimulatory receptor CD28 in naive
T cells (Ward et al., 1996), by OX40 on activated and memory T cells (Song et al., 2004;
Ward et al.,, 1996) and by cytokines or chemokine receptors. In adherent cells, Akt is also
regulated by soluble factors but cell survival is strictly dependent on its activation by integring
at focal adhesion contacts or cell-cell interactions (Frisch and Ruoslahti, 1997; Watton and
Downward, 1999). Consequently, disruption of the interaction between cells and/or
extracellular matrix induces apoptosis (anoikis) (Ruoslahti and Reed, 1994), a process which
can be rescued by activating Racl (Coniglio et al., 2001). The ability to escape anoikis is thus

a critical step in oncogenesis.

Akt contains two phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)-dependent phosphorylation sites, one
in the activation loop (T308) and the other in the carboxyl-terminal tail (8473). Under
physiological conditions, the phosphorylation of T308 appears to be coordinately regulated
with the phosphorylation of $473. Under experimental conditions, however, the two siles can
be uncoupled, suggesting that their phosphorylation is controlled by different kinases and
phosphatases. PI3K phosphorylates the 3°-OH position of the inositol ring of
phosphoinositids. The predominant substrate for receptor coupled PI3Ks is PtdIns(4,5)P2 and
hence the initial product of PI3K action is PtdIns(3.4.5)P3. Akt possesses an N-terminal
pleckstrin homology domain (PH domain) which binds specifically to PtdIns(3,4,5)P3 and
PtdIns(3.4)P2 with similar affinity (Thomas et al., 2002). PtdIns(3.4,5)P3/PtdIns(3.4)P2

recruits Akt from the cvtosol to the plasma membrane and also induces a conformational
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change that converts Akl inlo a substrate that can be phosphorvlated on 1308 by the
phosphomositide-dependent kinase 1 (PDKI1) PDRI1 is also regulated by PI3K products
through its PII domain which interacts with PrdIns(3.4,5)P3PtdIns(3.4)P2 and with lower
attinity to Ptdlns(4.5)P2 (Komander et al.. 2004). Regulation of the S473 site s more
complex as it has been reported to be phosphorylated by at least three distinet Kinases,
including ILK (Troussard et al., 2003), DNA-PK (Feng et al., 2004) and Akt itself (Toker and
Newton, 2000). The activated kinase then detaches trom the membrane and phosphorylates its
substrales  localed hoth in the ovtosel and nucleus. Pldlns(3.4.3)P3:PidIns(3.4)P2  arc
substrales Tor inositol lipid phosphalases so Akl activily is also modulated by thig class ol
regulatory molecule (Freeburn et al., 2002). One of these is PTEN (Phosphates and Tensin
homolog deleted on chromosome 10). a powerful tumor suppressor deleted or mutated in a
varicty of primary human cancers (Ilaas-Kogan ¢t al.. 1998: Suzuki ct al.. 1998). PTEN
dephosphorylates Ptdins(3,4.3)P3 into PtdIns(4.5)P2 and thereby antagonizes the effects of
PI3K on apoptosis and cell nugration (Stambolic et al., 1998). This pathway ts also Kept in
check by the widely expressed SH2-containing Inositol 5-Phosphatase SHIP2. or its
hematopoictic-restricied  homomogue  SHIP  (also known as SHIP1), which breaks
Ptdins(3.4.53)P3 into Ptdlns(3.4)P2 (KalesnikolT e al., 2003). PTEN, SHIP and SHIP2
activities are regulated 7 vive by modulation ol thetrr protein levels (81y et al, 2003).
Although activation of Akt is mainly dependent on phosphoinositide levels, some molecules
can alter Ak activity by direct hinding to the kinase (Du and Isichlis, 20035; Lamnce ot al.
2000 Maira et al., 2001). Amongst these is CUMP (Carboxy Terminal hModulator Protein), a
physiologically expressed regulator which attenuates Akt activity by masking the S473

phosphorvlation site. thereby preventig acces to the upstream kinase,
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The small GTPase Racl regulales cytoskeletal organtzation. ecll cvele progression. sene
expression and oneogenic transtormation (Chu et al., 1995), which depend upon both soluble
growth factors and integrin- or cadherin-mediated adhesion. Like most GTPases, Racl cveles
between the GDP mactive form and GTP-bound active conformation and behaves as a
molecular switch for signaling. Hematopoietic cells display RacZ, another isoform of Rac,
which presents both structural and functional differences with Racl despite their high

sequence homologies (Van Hennik and Hordijk, 2003).

In several models, it has been shown that an active form ol Ras (VI12Ras) activates PI3K.
which in turn regulates Akt [lowever. further investigation demonstrated that depending on
the ligand, PI3K can be regulated by cither Ras-dependent or Ras-independent pathways (van
Weering ot al., 1998). Morcover, Akt regulation has clearly been shown to be independent of
Racl in fibroblasts (Marte et al.. 1997), endotheiial cells (Welch et al., 19928) or
neuroectoderm-derived cells (van Weering et al., 1998). Interestingly, in the T cell leukerme
cell line model Jurkat. active Ras 1s unable to regulate Akt (Genot et al.. 2000). Instead. Akt
aetivalion was induced by constilulively active mutants of Racl, although Akl activation upon
1" cell receplor triggering remained dependent on a functional PI3K. Likewise, Akl regulation
by Racl has also been reported in Lhe pro-B cell line model BalF3 (Nishida et al., 1999),
suggesting that this mode of regulation cun also apply o 13 cells. A similar resulatory
pathway has been deseribed o the context of eell matility in non-lymphoceviic models
(Miguchi et al.. 2001 Soga et al, 20071a: Soga et al.. 2001Db). However, the molecular basis Tor

Akt activation by Rac GTPases remains unknown.

In the present study, we explored the regulation of Akt by Rac 1sotorms, in different cell types

and under various experimental conditions. We report that Rac mediated activation of Akt is a

wn
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characteristic of non-adherent cells, independent of their cell hineage. and that this process is

under the control of the 3 inositol phosphatases SHIP/SHIP2.

RESULTS

1/ Both Ricl and Rac2 arc able to stimulate Akt activity in Jurkat cells

Although Racl is the most common Rac isoform, hematopoietic cells also express another
isolorm, Rac2. In the first set ol experiments, we compared the ability of Racl and Rae? 1o
regulate Akl using myve-tagged constilulively active mulants of Rac isoforms. To this end.
L61Racl or L61Rac2 encoding plasmids were transiently expressed in cells {rom the Jurkat
JIIM T-cell clone and Akt activity was measured in an in vitro kinasc assay using histone 2B
(II2B) as substrate. Data presented in Fig. 1A show that Racl and Rac2 were equally able to
activate Akt in Jurkat cells. To assess the functional status of Akt in intact cells, Akt
phosphorylation sites were examined by western blot usmg phospho-specific antibodies,
Phosphorvlation was increased on both T308 and S473 in response to either L61Racl or
[A1Rac2 (Fig. 1B). Sinee Racl s the ubiquitously expressed isolorm of Rae, lurther

investigation of the regulation ol the Rac - Akt pathway was camied oul with Racl.

2/ PTEN deficieney does not account for Rac-induced Akt activation in Jurkat cclls

Transformation of normal I cells into leukemie cells or establishment of cell Tines in culture 15
imevilably associated with alterstion or loss in programmed cell death control. One such
mechanisin is the loss of the tumor suppressor PTEN, which results n increased cell survival
due to the lack of its negative feedback on Akt activity. The Jurkat JIIM1 T-cell clone 15
deficient for PTEN (Astoul ot al., 2001). To explore whether the absence of PTEN plavs a role

in the observed etfect of Racl on Akt activation in Jurkat cells, we investigated whether or not
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Racl could still stimulate its activity when PTEN was re-introduced into these cells. As
expected. kinase assays showed a strong reduction in basal levels of Akt acuvity in the
presence of FTEN (Tig. 2A). [owever, expression of active Racl stull raised Akt activity in
PTEN transtected cells and with the same order of magnitude. Txpression of a membrane-
targeted version of PTEN, PIEN CAAN (which facilitates access to substrates}) was not
significantly different from those obtained with wild type PTEN. In contrast, a dead version of
the phosphatase had no effect (Fig. 2A). Re-introduction of PTEN reduced phosphorvlation on
both "T308 and 8473 (Fig. 2B) but again. the stimulatory ¢ffeet of Racl remaimed intact. To
lurther exclude the possibility that Racl-induced stimulatory effeat on Akl could be 4 general
feature of cells lacking endogenous PTEN, we analyzed Akt regulation in the PTEN-defective
cells line UMUCS derived from a bladder carcinoma (Parckh ¢t al.. 2000). Constitutively
active Racl was unable to stimulate Akt activity in these cells whercas a constitutively active
mutant of PI3K (a membrane-targeted version of the catalyvtic subunit, rCD2pl1 10 (Reif et al.,
1996) enhanced Akt activity (Fig. 2C). Taken together, these results show that the stimulatory
effect of Racl on Akt activity s not a general feature of cell lines lacking PTEN and indicate

that Rac1 regulates Akt through another mechanism,

3/ SHII" is involved in Rac-induced Akt activation

The ubiquitously expressed lipid phosphatase SI1IP2 and its lvmphocyie-restricted S1IPT (or
SHIPY hemolozue mediale important feedback mechanisms on Akt regulation (Krystal, 2000).
We therefore designed experiments to explore the impact of the absence ol SI1P on Racl-
mduced Akt activity. To thus end, we used an already established SIIIP-deficient cell line
(Ono et al., 1997), DT40 SIIIP™, where the gene encoding SIIIP has been mutated by
homologous recombination. DT40 were not found deficient for FTEN expression {data not

shown)., Akt activity was tound upregulated upon expression of V12Racl in DT40 cells (Fig.
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3A) When comparing 17040 SIHIP™ with its wild tvpe counterpart in kinase assuys, the ability
of Racl to eliert Akt activity was found greater m cells defective for SHIP expression (Fig.
JA). Analvsis of Akt phosphorylation status revealed that m the absence of SIIIP, the

stimulatory effect of Racl was more pronounced on T308 when compared to S473 (Fig. 3B).

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

Alter co-transfection of different cell lines with plasmids encoding HA-AkL and V12Racl. we
observed an increase in Akl phosphorylation in some hematopoictic eells lines such as HPE-
ALL (acute leukemia T cells), Kit225 (T lymphoeytes) (I'ig. 4A), U937 (pro-myelocytic) or
BL41 {Burkitt lymphoma) (data not shown) but not in other cells such as Raw (macrophage-
derived). IleLa (cpithclial origin) and PALE cells (endothelial origin) (Fig. 4A). IleLa. PAL
and Raw cells ditfer from the others by their property to adhere to plastic culture dishes. These
results suggested that the Raec = Akt pathway mav operate only i non-attached cells. To
explore this hypothests further, we tested Racl-mediated activation of Akt i a mnast cell line,
RBE1.-2ZH3, which van be coliured under cither condition (Grodzki ot al., 2003). RB1.-2H3 cells
were co-translected with plasmids encoding V12Racl and AkL and then cultured either on
tissue culture-tredted dishes or bacterial dishes 1o which the cells do not adhere. 1ata
presented in Fig 413 show that Akl phosphorylation was incrcased, on both sites, but only in
cells cultured in sugpension but not in adherent cells (despite similar levels off V12Racl
cxpression). These results show that adherent RIIA2103 cells display all the components ol
the Rac = Akt pathway. which is switched on when cells are prevented from attaching to the
substratum. We theretore conclude that Akt regulation by Racl arises from the non-adherent

status of the cells.
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5/ Rac stimulates Akt activity in suspended cells, regardless of their cell lineage

To mvestigate further the importance of attaclunent to the substratum in the Racl-mediated
activation of Akt, we explored the response of non-adherent. non-hematopoietic cells to
imerzased levels of Racl activity. To tlus end, we used an established porcine aoriic
endothelial cell line (PAEY in which expression of VI2Rael is under the control of an [IMI'G-
inducible promoter (V12Rac-PAE) (Welch et al., 1998). V12Rac-PAE cells were treated with
IPTG to induce VI12Racl expression and cells were either grown on tissue culture-treated
dishes 1o allow cell adheston or cullured tn suspension on haclenial dishes, as deseribed above.
Apgain, Akt activation and phosphorylation were ohserved only in V12Rac-PAE suspended

cells (Fig. 3A). which correlated with enlianced phosphorylation on T308 and S473 (Fig. 53B).

6/ Both adhesion and SIITP ancagonize the activation of Akt by Racl

The experiments presented above indicated that both adhesion and SHIP expression were
mvelved in the regulation of Akt activity by Racl, suggesting a connection between these two
parameters. To discriminate the regulatory effects exerted by SHIP from those mediated by
adhesion, we examined the regulation of the Rac = Akl pathway in adherent and non-
adherent DT40 wild type or X140 SHIP-/- cells. In adherent cells, the deficit in SHIP
produced a drumalic increase in Akt basal phosphoryiation on beth sites (Fig. 6A). More
importantly. in these adherent and SIP-depleted colls, Racl acquired the ability 10 stimulate
Akl phosphorylation om both sites. These results suggest that in adherent cells. deletion ol
SIIP suppresses an inhibitory signal which allows Rae to becomce g regulator ol Akt activity.
We conclude that mn adherent cells, SHIP mediates a negative etfect on basal T308 and S473
and an additional negative signal on the Rac = Akt pathway, which is relzased in suspended
cells and manifests on both sites. Since membrane localization seems to be the critical

mechanistn regulating the activity of SHIP, we examined SHIP subeellular distribution by
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fractionation experiments. Data presented in Figo 613 show that the evtosolic lractions were
enriched in SHIP content in suspended cells as compared to adherent cells. As expected,
endogenous Rac activity was found reduced i suspendsd cells where integrin-mediated Rac

regulation s disrupted (Fig. 6C).

CTMP has been identified as an endogenous negative regulator of Akt and is ubiquitously
expressed. Therefore, the possibility remained that some changes in Akt phosphorylation
could resull from allerations in CTMP expression regulated by Racl, SHIP or the adhesive
slatus of the cells. The CTNMP/AKL expression ratio was Tound very similar in all cases and
remamed unaftected by the expression of the active Racl mutant. by the absence of SHIP or

the adhesion status of the cells (data not shown).

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

We previously established that PI3K activity 18 required for active Rac-mediated Alx
stimulation. We also established that the PH domain of Akt s required for Racl-mediated Akt
activation (Genot ot al, 20000 This domain is essential Tor targeting off Akl to the plasma
membrane where activalion occurs. However, PH domains have alse heen shown Lo hind
other molecules including (F1'Pases (Snyder et al., 2003). In the next experiment, the
formation of Racl-Akt complexes was explored in various experimenta! sellings and
imvestizated by means ol co-immunoprecipitation protocols. Jurkat eells were co-transleeted
with plasmids encoding 1IA-AKL together with mye-Y12Ruc, and Akt or Racl were
mmunoprecipitated using anti-tag anfibodies (anti-IlA or anti-mye, respectively). Results
presented wm Fig. 7A show that immunoprecipitating [LA-Akt pulls down mye-V12ZRacl.
Likewise, the reciprocal immunoprecipitation of mye-V12Racl selectively precipitated 11A-

Akt which was found to be phosphorvlated (Fig. 74). Racl-Akt complexes were not detected

10
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when stmilar experiments were performied alter transfection ol a 1agged wild type Racl
(wiRacl) (Fig. 7A). The same experiment carried out in the presence of the PI3K inhibitor
LY 429002 revealed that the formation of the complex was dependent on the phospholipid
products of PI3K (Fig. 7A). Lastly. the presence of the PII domain of Akt was also required,
as no complex could be detected when an HA-Akt mutant lacking the PH domain was
expressed instead of the wild type Akt (Fig. 7A). Therefore, the PH domain is instrumental in

the tormation of the complex.

Ta explore the tole of SHIP in the association of active Racl with Akt, 4 similar experiment
was performed with SIIP-deficient cells. The representative experiment presented m Iig. 7B
shows that the amount of Racl co-immunoprecipitated with Akt was increased i these eclls
(2.5-fold). The converse immunoprecipitation cxperiment led to similar obscrvations.
Owverexprassion of SHIP achieved by means of transient transfection was found to reduce the
association of active Racl with negligibie co-immunoprecipitation between the two proteins
(Fig. 7B). These data mdicate that the formation of the Racl-Akt complex is promoted in the

absenee o SHIP.

To explore the role of cell adhesion in the association ol active Racl with Akl similar
cxperiments were carried out with the ¥V12Rac-PAL cell line when cells woere cultured under
adherent and non-adherent conditions. as above. Co-immuumopreeipilation experiments were
performed with V12Rac-PAE cells, mduced or not with [PTG and cultured either in treated
tissue culture (adhered cells) or bacterial {suspended cells) dishes. Data presented m g 7C
show that the association of active Racl with Akt occurred only when cells were kept in
suspension. To determune the functional mmplication of this regulation, apoptosis was

measurad in cells detached trom the substratum and expressing either wtRacl or active Racl.
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[ata presented in Yig. 713 show that the presence of active Rael protected PAL cells from
anoikis. This effect was abrogated in the presence of a pharmacological mhibitor of Akt

activity (Al

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

Adhesion controls the activation of Rho proteins through integring and separately regulates
the translocation of GTP-bound Racl to the plasma membrane. A specific binding site tor
aetive Rael has been demonstrated in adherent cells and is required lor clficient coupling ol
the aclive (FIPase to its elfecltor Pak (del Poro ot al. 2004 Consequently, Racl-(yI'P
remaimns 111 the evtoplasm bound to Rho guanine nueleotide dissociation inlubitor (RholGDI) in
suspended cells (Del Pozo ot al., 2002: [Tansen and Nelson. 2001: Tu ot al.. 2003). Our results
predict that the coupling of Racl to Akt docs not require membrane targeting. To verify this
hvpothesis, we examined the properties of a mye-tagged V12Racl mutant, in which cvsteine
182 had been replaced by a serine (V12RaclC1895) imn order to prevent prenvlation of the
GTPase. This mutant is constitutively active, but deticient in binding to both membranes and
RhoG D], and is unable to activale Pak (Dl Povo ot al., 2002). As expected, when assaved by
[ractionation, the mutlant mainly localized i the cyloplasmic [raction (3¢l Poro el al,
2002)and data not shown). When expressed in Jurkal cells, this mutant was stll Tully able Lo
stimulate Akt activation (Uiz. 8). A dose-response experiment showed that V12RaclC1898 is
4 betier inducer than the membrane bound V12Racl (TPase {(daly not shown). These

cxperiments suzgest that Racl can regulate signaling pathwiays in suspended cells.

Discussion

12
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Akl plays a key role in many fundamental processes including survival and several studics
performed in various models have established that in fibroblasts, epithelial and endothelial
cells, this process is regulated through PI3K and mn a Rac-independent manner. Our previous
results obtamed i Jurkat cells demonstrated that. in contrast to these adherent cells, T
Ivniphoeytes require a functional Rac for the activation of Akt upon 'I' cell receptor triggering
(Genot et al., 2000). This finding, also reported in the pro-B BaF3 cell line in response to [L3
(Nishida et al., 1999), supgested the existence of an aiternative route for Akt activation in
suspended hematopoictic cells. By using the ability of mast ecll line RBI-2H3 cells to grow
under either adherent or non-adherent conditions, we now provide evidence that an active
form of Racl selectively upregulates Al activity when cells are kept in suspension but is
unable to do so when cells are cultured adherent to a substratum. Given the importance of Akt
in the rescue from apoptosis induced by loss of adherence (Cheng ¢t al.. 2004 Couniglio ct al..
20013, eireulating haematopoietic cells may have developed another patliway to regulate Akt,

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

Woe also demonstrate that this pathway is not restricted to cells of the hematopoictic lincage
and can be operational in other cell Lypes when ceils are cullured under non-adherent
conditions. These /m vitre conditions may refllect an in vive situation where adherent cells
have Lo detach rom the substratum in the course of 4 physiological process. lor inglance, in
the process of wound healing, damaged tissues become revascularized through angiogencsis.
Ta move into the wound, newly formed endothelial cells must detach from the parent vessel.
which could make them sensitive to anoikis. In support of this hypothesis, YEGE {vascular
endothelial growth factor) has been shown m migrating endothelial cells to regulate Akt
through a Rac-dependent pathway. which could protect them trom apoptosis i this situation

(Soga et al., 2001b). Expression of a constitutively active Racl in PAE eells bvpasses the
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VIEGE signal and selectively triggers Akl activation in suspended eells but not in adherent

V12Racl-expressing cells.

Sumilar mechanisms could also be nvolved during the dissemination of cancer cells. Indeed,
an important characteristic of transtormed cells is the loss of anchorage—dependent growth
control, thereby disrupting the essential surveillanee mechanism that prevents cells from
colonizing elsewhere when they are detached trom their normal residence. In addition to this
survival advantage, Racl-mediated Akt aclivation promotes eell motility (Higuchi et al., 2(01)
and invasiveness (Keely ot al.. 1997) ol tumor cells. Inopportune activation ol Rave may oceur
i transtormed cells where signaling pathways are profoundly altered. thus providing means

for tumor cclls to simultancously cscape anoikis and promote invasiveness (Kim <t al.. 2001).

The RBL-2ZH3 model is usetul tor exploring the ditferential regulation of Akt in adherent
versus suspended cells. During the process of adhesion, cell spread occurs after initial
attachment of cells to unmobilized extracellular matrix ligands engaged by mtegrins, which
initiate cellular signaling cascades (Yamada and Mivamolo, 1995 and the basal Akt aclivity
required lor maintenance ol cell survival. When grown in tissue-culture dishes, RB1.-2ZH3
cells upregulate integring (Grodzki et al., 2003). One possibility is that signaling through these

integring induces an inhibitory signal that prevents regulation of Akl by Racl.

Because BHIP acuvity does not change lollowing cxtracellular sttmulation. the current
consensus s that SIIIP mediates its regulatory effects by translocating to sites of
PtdIns{3.4.5)F3 production. Experiments performed i SITIP-depleted cells have demonstrated
several levels of regulation on Akt First, as observed in many cells, removal of SIIIF

enhanced basal Akt phosphorvlation, which can be explained by Ptdins(3.4.3)P3 accumulation
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duc 10 reduced degradation of the lipid products of the PI3K. Sceond, in adherent colls,
depletion of SHIP numucked the situation observed m suspended eells 1.2, Akt became
responsive to Racl siguals, which translated into a global inerease m its activity. Analysis of
Akt phosphorylation sites showed increased phosphorviation on T308 and 8473, Third. 0 non
adherent cells, depletion of SHIP stimulated the Racl-induced 1308 phosphorylation further,
T308 and 5473 are phosphorylated by distinet kinases and are subjected to different
regulations. We can speculate that S473 phosphorvlation might be repulated by distinet
kinases in adherent and suspended cells. This latter effect would resull from the balance ol
phosphelipids produced n this situation, stimulating PDK1 activity {wither and not the $473
Kinase operating in suspended cells. In our expermnental conditions, the expression of CTMP,
another regulator of Akt activity. was altered neither by the activation of Racl. by the
expression of SIIIP nor by cell detachinent.

The mechanism by which SHIP controls the Rac = Akt pathway is presently unknown.
SHIP/SHIPZ are regulated through their expression levels, changes m cellular localization and
by protein-protein  interactions. Integrin-mediated cell adhesion  promotes  tyrosine
phosphorylation ol the adaptor p130Cas, which provides binding siles [or the 8H2 domains of
SHIP (Ngjima et al, 1995 Prasad el al, 2001). pl3{Cas thercby links SHIP to the
cyloskeleton and creates a context which somehow prevents Akt stimulation by active Racl.
In suspended cells, Akl is no longer activated by integring and its activity drops. Cell
detachment is assovciated with p13Qcas dephosphorylation and subsequent S1IP detachment
(Nojima ot al.. 1993) an event that could release its inhibitory eflfect on the Rac = Akt
patlnway. In agreement with this. we observed that a signiticant traction of SIIIP relocated to
the evtosol 1o suspended cells. Signals provided by exogenously expressed active Racl (this
paper) or physiologically by soluble factors (Soga et al, 2001b) might subsequently relay

integrin signals in Akt activation and maintain cell survival in loosely adherent cells.
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Supporting this scenarto. woe show that Bacl and Akt are Tound associated i 4 complex in
suspended cells but not in adherent ceils. Apart from their cellular expression pattern, no
functional difference between the two forms has been reported. suggesting that SHIP2 likelv

tultills the role of SIIP in the regulation of' a Rac = Akt pathway in non-hematopoietic cells.

Both Racl and Akt are present in their active form in the complex and several hypotheses can
be put forward regarding the molscular mechanism by which Akt is activated by VI2Racl.
Wo previously established that the PH domain ol Akt is required for Racl-mediated Akt
activation (Genol ot al, 2000). This domain is essential lor targeting Akl o the plasma
membrane where activating phospholipids are generated and phosphorvlations by upstream
kinases occur, Our co-immunoprecipitation experiments performed with a PII domain
deletion mutant established that this domain is cssential for the molecular association of the
Racl-Alkt complex. PH domains have been shown to bind nolecules other than
phospholipids: in particular, Racl has been shown to bind and thereby activate PLCB2 though
binding to its PII domain (Snvder et al, 2003). Fwthermore, the Akt PII domain is
imstrumental m Tell-mediated, PI3K-dependent Akt aclivation, where phosphorylation and
activation occur through oligomerization of Tell (Laine et al., 2000). Interestingly, Racl has
also been shown to oligodimerize (Zhang et al., 2001} and Rac2 to dimerize (Zhang and
Zheng. 1998) under verlain conditions. Racl has also been shown Lo be a substrale Tor Akt

(Kwon ot al., 20003 indicating thal a direel interaction bebween these two proteins is possible.

A second and equally plausible mechanism directly involves PI3K. Multiple isofonus of PI3K

cxist but the forms biochemically linked to Iymphoeyte and/or Akt activation arc the class I

PI3Ks {Arcaro ¢t al.. 2002). Members of this class contain distinet regulatory {(p83) and

catalvtic (pl10) subunits. In many cells, Ras can regulate Akt through its interaction with
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pl10, leading o catalytic activalion and subsequent Akt stimulation. In lvmphouvies. where
Ras 15 unable to stimulate Akt activity (Genot et al., 2000), Racl-mediated Akt activation
(Genot et al.. 2000) and the association of Racl with Akt (thus paper) are also sensitive to
PI3K inhibition, showing that PI3N couples Racl to Akt Although no evidence for a
moleenlar interaction between Racl and pl110 has been provided to date, PI3K can be co-
precipitated with active Rael from intact cells (Bokoch et al., 1996; Tolias et al., 1995). The
p&S regulatory subunit exhibits a ber homology domain that may provide the structural basis
lor the interaction between Racl and PI3K. Interestingly. aclive Rael was reporled Lo inerease
PI3K activily in vitro (Bokoch el gl 1996). Fxperniments aiming gl detenmining the exact role

of p&5 in the coupling of Racl to Akt are now in progress.

PI3K and Akt have alicady been found to be involved with PIKE. another GTPasc. Whercas
PIKE-A has been shown to bind and activate Akt, another torm of PIKE, PIKE-L, also hinds
p&S and upregulates its activity (Ye et al. 2000). These interactions are tightly regulated

through phospholipids binding to the Akt PH domain (Hu et al., 2003).

Tension exerted on the cytoskelelon has heen shown to contribule Lo the regulation of signal
transduction molecules (Sawada and Sheele, 2002). For instance, a specilic binding site {or
gctive Racl has been demonstrated in the membranes of” adherent cells and is required Tor
cfTicient coupling of active Racl to its effector Pak (del Poxo et al, 2004). These siles are lost
when cells are detached and GTP-bound Racl remains in the cytoplasm in a complex with
RhoGDI. We now provide evidence that Racl can regulate signaling pathways m suspended
cells, as a soluble active Racl mutant was found to be a better inducer than the membrane
bound active GTPasz. Future studies will examine the subcellular localization of the Racl-

Akt complex and determine how RhoGDI can be displaced to allow Rael effector activation.
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OF note is that Raclb, g tumor-associated. constitutively active Racl splice varant, does not

bind Rho(3DI but regulates Akt activity efficiently (Singh et al.. 2004),

Our findings show that both Racl and Rac2 can regulate this alternative pathway. RacZ,
whose expression is restricted to the hematopoietic lineage, may play a specitic role in Akt
activation in the immune svstem. A requirement for Rac2 in Akt activation has been shown in
regponse to high aftinity receptor tor IgE (FeeR1) trigpering, in mast cells (Djounder et al.,
20013 In line with this lnding are the resulls obtained by genctic approaches. In
hematopoictic stem progenitor cells and mast cells dsolated rom these Rae2-/- mice. Akt

stimulation 1n response to growth factors 1s impaired (Yang et al.. 2000 (Gu et al., 2003).

In conclusion. these findings demonstrate the existence of another mode of regulation of the
survival kinase Akt controlled by Rac. The formation of a complex between Racl and Akt
oceurs only in suspended cells and requires PI3K activitv, Racl phystcally associates with
Akt and s necessary for 1ts activation i suspended cells through a mechamsm that 1s

presently under investigation in the laboratory.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Both Racl and Rac2 can regulate Akt activity, Jurkat cells were co-lranslectled
with plasmids encoding HA-Akt together with either empty vector (control), myce-1.01Racl or
mye-l61Rac2. Cells woere allowed 1o recover [rom the transleetion procedure and 1o express
the constructs avernight. Cells were then harvested and subjected Lo kinase assay using 11213
4% & substrate. Results were normalized Tor Akl expression, gquantitaled and arc presented as
told merease of basal activity {one representative experinent). (B) Cells were transfected as
m A, and 18 h later. samples were lvsed. subjected to westem blot and probed for Akt
phosphorvlation status using phospho-specitic antibodics (one representative experiment). For
each experiment, results were normalized for Akt expression and quantitated. The band of
lowest intensity (control) was arbitrarily taken as one and results are presented as fold

merease of this basal response.

Figure 2: Lack of PTEN in Jurkat cells does not promote Racl-induced Akt stimulation,
(A) Jurkal cells were co-transfecled with plasmids encoding HA-Akt Logether with either

cmpty vector. wt PTEN or FTEN mutants. in presence or absenee of mve-V12Racl. Tighteen
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hours after transfection, cell samples were harvested. Tysed, subjected to westen blotting and
probed tor Akt kinase activity as above. Blots were also exposed to tilms for a longer period
of time i order to detect low ntensity bands. Results were normalized tor Akt expression and
quantitated. The band measuring the control response {empty vector) was arbitranly taken as
one and rasults are presentad as fold increase of this response when V12Rac is expressed. (B)
Cells were transfected as in A, and 18 h later, samples were lysed, subjected to western blot
and probed for Akt phosphorvlation status using phospho-specitic antibodies. (C) UMUC3
cells woere transfected with HA-AkL together with emply vector, ¥12Rac or tCIX2p1 10

encoding plasmids and assaved as in AL Resulls were quantilated and are presented as in A

Figure 3: Lack of SIIIP promotes Racl-induced Akt stimulation. DT40 wild type (wt) or
SIIIP-deficiont (SHIP™) cells were eo-transfected with IIA-Akt and cither empty vector
(control) or myve-V12Rac. Eighteen hours after transfection, samples were harvested and split
in two sets. (A) In the first set, samples were subjecied to Akt Kinase activity assav as above.
(B) In the second set. samples were lyvsed. subjected to western blot and probed for Akt
phosphorylation status as ahove. Resulls were quantitaled and normalized Tor Akl expression.
For each phosphorylation site, the band of lowest intensity was arbitrarily taken as one and

results are presented as [oid increase of this basal response.

Figure 4: Active Rac selectively stimulates Akt activity in non-adherent cells. Cells from
various cell lines were trunsfected with 10A- AL together with either empty veelor (eontral).
or mye-Y12Rac. Lighteen hours after transfection. samples were harvested, lvsed. subjected
to western blot. probed for Akt phosphorylation status as above. (B) RBL-2I13 cells were
transfectad with [1A-Akt together with either empty vector (control), or mye-V12Rac. Cells

were then split in two sets that were further cultured according to the adherent and non-
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adherent protocols. Fighteen hours later, cells were harvested and processed or westem
blotting and analyzed as above. Results were quantitated and normalized for Akt expression.
For each phosphorvlation site. the band of lowest intensity was arbitrarily taken as one and

results are presented as told merease of this basal response.

Figure 5: Rac stimulates Akt activity in suspended cclls, regardless of their cell lineage.
VI12Rac-PAE cells were transtected with HA- Akt and plated onto tissue culture treated dishes
Lo allow cells 1o recover lrom the transicetion procedure. Cells were then induced or nol. Lo
express ¥V 12Rac by adding (.1 mM PTG lor 6 h. Next. cells were delached and split into two
sets that were further cultured according to the adherent and non-adherent protocol. Six hours
later. cells were harvested and processed for kinase assay (A) or western blot (B). as above.
Results were quantitated and normalized for Akt expression. Tor cach phosphorylation site,
the band of lowest intensity was athitrarily taken as one and results are presented as told

merease of this basal response.

Figure 6: Both adhesion and SHIP antagonize the activation of Akt by Racl. 15140 wild
type (wit) or SHIP-delicient (SHIP) cells were co-transfected with HA-AkL and either emply
vector (control) or mye-V 12Rac. Eighteen hours alter transfection, samples were harvested

and split into two sets that were Turther cultured according 1o the adherent and non-adherent

phosphorvlation stalus as above. Blots were also exposed o (ilms Tor a longer period of time
i order to detect low intensity bands m wild tvpe DT40 cells. Results were quantitated and
normalized for Akt expression. For 2ach phosphorvlation site, the band measuring the control
response (empty vector) was arbitrarily taken as one and results are presented as fold mncrease

of this response when VI2Rac is expressed. (B) DT40 wild tvpe (wt) or SHIP deficient
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(STIPY cells were cither Tysed 1o prepare whole cell lysates or subjected 1o a [ractionation
protocol. Samples were analyzed for their SHIP content by western biot and band intensities
were (uantitated. The SIIIP content in the cxtosol of non adherent cells 15 presented as fold
merease of the SIIIP coutent in the cvtosol of adherent cells, arbitrarily taken as one. (C)
D140 wild type (wt) or SHIP-deficient (SHIP™) cells were lysed and analyzed for basal Rae
activity by selective precipitation of GTP-bound Rac using the pull down assav. Band
intensities were quantitated. The Rac-GTP/total Rac ratio is presented as fold increase of the

control response measured in adherent eells and arbitrarily taken as one.

Figure 7: The association of Rac and Akt in a complex is dependent on Rac activation
status, the presence of an intact PII domain, functional PI3K and is negatively regulated
by adhesion. (A) Jurkat were transfected with [TA-Akt together with a vector encoding cither
wild type or V1ZRacl and allowed to express the constructs overnight. Cells were then
harvested and subjected to co-immunopracipitation as described in matertals and methods. (C)
¥V 12Rac-PAE cells were plated on tissue culture treated dishes to allow cells to recover from
the transfection procedure. Cells were then induced or nol, Lo express ¥V12Rac] by adding (1.1
mM 1PTG for 6 h. Next, cells were detached and split into two sels thal were (urther cultured
decording to the adherent and non-adherent protocol. Six hours laler, cells were harvested,
lIysed, subjected 10 immunoprecipitalion using anti AkL or anli-Rac antibodies. then processed
for western blot as above. (13) PAE and V12Racl PAL cells were plated onto culture dishes
(adherent condition) or bacterial dishes (non-adherent condition) in presence of O, 1m0 ol
IPTG and i the presence or absence of 10 pM Akt Inhibitor. Cells were collected at 24h and

apoptosis was quantitated by FACS, after AnnexinV-TITC staining.
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Figure 8: Rac does not require membrane association to stimulate Akt in suspended
cells. Jurkat cells were co-transfected with plasmids encoding HA-Akt together with either
empty vector (control), myc-V12Racl or myc-V12RacS189. On the next day, cells were then
harvested and lysed, subjected to western blot and probed for Akt phosphorylation status as
above. In each case, results were normalized for Akt expression and quantitated. The band of
lowest intensity (control) was arbitrarily taken as one and results are presented as fold
increase of this basal response when the Rac mutant is expressed.

Figure 9: Model of Rac-stimulated Akt activation in non-adherent cells. Details of the model
are discussed in the text. Our results point to a role for SHIP in the switch of the Rac = Akt

pathway in non-adherent cells.

MATERIALS AND METHODS

Cells and transfections: JHM1, a subline of the human T acute lymphocytic lymphoma cell
line Jurkat, and the human U937 monocyte cell line were maintained in RPMI supplemented
with penicillin and streptomycin (Gibco, BRL), with 10 % heat inactivated FCS
(Globepharm), at 37°C under 5% CO2. The avian lymphoma cell lines DT40 (wild type and
SHIP -/-) were obtained from Riken Bioresource Center Cell Bank (Japan) and were
maintained in the same medium supplemented with 1% chicken serum and 50 pM p-—
mercaptoethanol. The PAE cell lines were maintained in Ham F12 medium supplemented
with 10% of FCS and the V12Rac-PAE established cell line was maintained in the same
medium supplemented with hygromycin and puromyein. The RBL-2H3 rat basophil and
UMUC3 bladder carcinoma cell lines were maintained in DMEM medium supplemented by
10% FCS. For suspension cultures, 107 cells cultured in F12 containing 0.2%BSA were plated

onto 15cm bacterial dishes coated with 10 mg/ml heat denaturated BSA (Del Pozo et al.,
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2002). Cells were transfected via electroporation (Gene pulser; Bio-Rad) (Genot et al., 2000).
Briefly, cells were pulsed in serum-free medium under conditions optimized for each cell line
(between 250 to 310 V and 900 to 960 uF) except UMUC-3, which was transfected using
lipofectamine (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The amounts of DNA
transfected in each experiment were kept constant by adding empty vector.

Reagents and antibodies. Reagents were from Sigma. Antibodies 12CAS (anti-HA-tag) and
9E10 (anti-myc-tag) were a kind gift from Dr Doreen Cantrell. Antibodies against Akt and
PTEN were from Santa-Cruz Biotechnology. Antibodies against phospho-Akt 308 and 473
were from Cell Signaling Technology and antibodies against Racl and SHIP were from
Upstate Biotechnology. Peroxidase-labeled antibodies used i the Western blotting protocol
were from Amersham International (Buckinghamshire, UK). LY294002 was from
Calbiochem. H2B was from Bochringher Mannheim. Secondary antibodies were obtained
from DAKO Cytomation.

Plasmids and reporter constructs. Plasmids pSG5 HA-wtAkt, pcDNA3 EE-T308A Akt,
pSGS HA-S473A-Akt and pSG35 HA-APH, pRKS mye-tagged-V12Rac or wtRac and the
chimera construct of PI3K, pEFrCD2pll0 have been described previously (Genot et al.,
2000). PTEN constructs were kindly provided by B. Burgering, L61Rac2 by G. Gacon, and
SHIP by Dr Kurosaki (Dpt of genetics, Kansai Medical University, Japan). All plasmids were
purified by equilibrium centrifugation in CsCl/ethidium bromide gradienis using standard
procedures.

Kinase assays and Western Blot analysis. For Akl kinase assays, cells were transfected with
an HA-tagged version of wtAkt together with various expression plasmids. Eighteen hours
after transfection, cells were harvested and equivalent numbers of living cells were subjected
to immunoprecipitation using 12CAS antibodies as previously described. The kinase reaction

was performed using H2B as a substrate in the presence of [y-*P]JATP. After incubation at
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room lemperature for 30 min, the reaction was stopped with [acmimli sample bulfer and
Kinase reaction products were analvzed on a 15 %o SDS-PAGE. The lower halt of the gel was
dricd down and 32P-incorporation inlu H2B was quaniitaled using a phosphorlmager
(Molecular Dynamics). The uppoer part ol the gel conlaining immunoprecipitated tageed-
protein kinase was transfered onto PVIIF membranes (Immaobilon, Millipore). Membranes
weore ‘blocked' in PBS/0.05 % Tween 20. plus 3% milk (3% BSA for phosphospecific
antibodics) for 2 h. Appropriate dilutions of the relevant antibodics were incubated with the
membrane overnight al 4%C. Afler extensive washing, membranes were incubated with the
second antibody for 1 hr at room temperature. Membrane-bound antibodies were visualized by
autoradiography vsing ECL Western -blotting detection reagents (Amersham) and Kodak XS1
lilms. The amount of Akt detected on Weslem Blot was determined by scanning Lhe
autoradiography lollowed by processing ol the data with the Adobe Pholoshop program. H2B
phosphorylation was nonmmalized lor the amount ol HA-AkKL in each sample and thus expressed
ux fold inercase of the control adtivity. To assess prolein expression from the transiected
plasmid, proteins were acelone-previpitated from supernatants of immunoprecipitates Tor 1 h
al -20°C, pelleted and resuspended in reducing Lacemmli sample buller. Afler separation by
SDS-PAGL, proteins were transterred to PVDE membranes followed by western blotting as
described above,

Co-immunoprecipitation assays. Protein association was amalvzed in eclls transiently
transtected with expression vectors for Rac and Akt in the relevant cells. Cells were washed
24 h after transfection in cold PBS before [vsis 30 min at 4°C in a butter containing 20 mM
TRIS butter (pH 7.5). 2 mM EDTA (pH &.3), 150 inM NaCl. 0.5% Brj97, 10 mM NaF, 2
mil sodium orthovanadate, (0.5 mM phenylmethylsulfonyl fuoride, 3 mgiml leupeptin and
pepstating Tysates were clarified by centrifugation at 14 000g lor 10 min before incubation of

the supernatant with antibody (as indicated in the lgore legends) in a total volume of (.5 ml
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for 1 h at 4 “C under agitation. Lysates woere then incubated with protein G agarose for an
additional hour at 4 *C. The immunoprecipitates/protein G—agarose beads were washed 4
times with lysis buffer and bound proteins were eluted in protein sample butfer, resolved by
SDS-PAGE and analvzed by western blotting.

Rac activity assay

Rac activity was measwred by pull-down assavs using GST-CdedZ/Rac-interactive binding
domain (CRIB)PAK (Moreau et al., 2003; Sander et al., 1999). Rac activity was caleulated as
the ratio of the measured staining intensily of the GTP-Rac band pulled down with the GST-
PAK divided by thal measured lor lotal Raw.

Fractionation protocol. DT40 wt cells (1x107) were plated on tissue culture-coated dishes
(adherent culture conditions) or bacterial (non-adherent culture conditions) dishes for 3 hin
low scrum (1.5%) at 37°C. Cells were then lysed for 30 min at 4°C in a hypotonic buffer
containing 10 mM Tris (pH 7.5), 1.5 mM NaCl, 1 mMgCl2. 1 mM DTT, 2 mM sodivm
orthovanadate, 0.5 phenyl ethvlsultonyl fluoride, 5 mg/ml leupeptin and pepstatin. Lyvsates
were homogenized by passing them 15 times through a 23G neeadle and centrifuged at 140008
lor 30 min. Supematant {(cytosolic [Taction) was resolved by S1IS8-PAGE and SHIP cxpression
was analyzed by weslern blolling.

Apoptosis assay. For the apoplosis experiments, equal numbers o PAE and V1ZRac PAE
cells were plated onto culture dishes (adherent conditions) or bacterial dishes (non-adherent
conditions) in presence o G ImA PTG and in the presence or absence of 10 1M Akt
Inhibitor. Cells were collected afler 24h and apoplosis was detected by labelling cells with
AmnexinV-I'ITC and Propidium Iodide for 30 mun in the dark at roon: temperature. Apoptosis
was quantitated by flow cytometry on an EPICS™ NL Coulter eyvtometer equipped with a

ENPO32" software.
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Statistics. Quantification wvalucs represent the mean of 3 independent cxperiments +/- SID.

Significance was delermmmed using lhe Student’s lest (* P< 0.03).
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¢) Discussion du papier
La premiére démonstration de 1’existence de la voie « R-P-A » a été faite dans les cellules

Jurkat d’origine hématopoictique. Du fait de 1’absence de la protéine PTEN dans ces cellules,
il fallait s’assurer que 1’activation de cette voie n’était pas due a 1’absence de cette protéine.
Nous montrons que PTEN régule le taux basal d’activité d’Akt mais n’interfére pas avec la
régulation d’Akt par Rac (méme index de stimulation). Nous avons pu montrer que I’absence
de PTEN n’était donc pas le facteur responsable de I’activation de cette voie (voir figure 2 de
’article).

Rac2, une isoforme de Rac plus spécifiquement exprimée dans certains compartiments
hématopoiétiques, montre le méme potentiel que Racl dans le processus d’activation d’Akt

(voir figure 1 de I’article).

Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence des spécificités de cette voie « R-P-A » : elle
n’est pas restreinte aux modeles hématopoictiques, elle est sous contrdole de SHIP et de
I’adhérence, nous mettons en évidence une interaction de Rac et Akt, enfin on montre que Rac

peut agir indépendamment de sa localisation aux membranes.

o Joie « R-P-A » non restreinte aux modeles hématopoiétiques :

Premi¢rement établie dans les cellules Jurkat, nous avons pu montrer que d’autres
cellules hématopoietiques possédaient la voie de signalisation « R-P-A » ; néanmoins
seules les cellules en suspension peuvent activer cette voie (voir figure 4 de I’article).
Dans un deuxiéme temps, nous avons pu démontrer que cette voie n’était pas restreinte au
modele hématoietique ; par exemple cette voie peut étre activée dans des cellules
endothéliales, les PAE (Porcine Aortic endothelial cell), une fois que ces cellules sont

détachées de leur support (voir figure 5 de ’article).

o SHIP et Adhérence ; régulateurs de la voie « R-P-A » :

La phosphatase SHIP est une Inositol 5’ phosphatase qui contribue a abaisser le niveau
cellulaire de PIP3. Les PtdIns(3,4,5)P3 sont transformés en PtdIns(3,4)P2. L absence de la
protéine SHIP dans les cellules DT40 permet d’augmenter 1’activation d’ Akt par Rac. De
plus, nous avons montré que 1’absence de SHIP léve I’inhibition exercée par 1’adhérence
pour I’activation de la voie « R-P-A ». Aussi la localisation de SHIP est régulée par

I’adhérence dans ce modele : dans les cellules en suspension, la fraction cytosolique est
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enrichie en protéines SHIP. La régulation de 1’activation de la voie « R-P-A » par le biais
de I’adhérence pourrait donc étre sous controle de la protéine SHIP. Cette protéine agirait
comme inhibiteur de la voie dans les cellules adhérentes par sa localisation membranaire.

Nous avons analysé I’expression de la sous-unité catalytique P110a et des sous-unités
régulatrices de la PI3K dans les DT40 WT et DT40 SHIP-/-. Nous avons pu montrer que
I’absence de SHIP modifie I’expression des composants de la PI3K. Il y a une diminution
de I’expression de P110a et une augmentation de celle de P85a ; 1’expression de P85p,
elle ne semble pas affectée (Figure 24). La diminution de P110a pourrait étre du a un
rétrocontrole exercé par les PIP3: en effet, ’absence de SHIP contribue a maintenir un
pool élévé de PIP3, une quantité trop importante de PIP3 pourrait alors avoir un effet
inhibiteur sur I’expresssion de la PI3K. L’observation que P85a varie a I’opposé de P110a
est intriguante et reste a éclaircir.

Aux vues des variations d’expression de P110 et P85 dans la lignée DT40 SHIP-/-, il
serait surement préférable de confirmer les effets de SHIP par une approche d’ARN
interférents dans des cellules normales, la diminution de I’expression de SHIP ne serait

alors que transitoire.

DT40
WT  SHIP-/-

R «<P110a

' «P853
- - “pssg

Ac Anti-P85 total et
Anti-P110a

Figure 24 Analyse du niveau d’expression des sous-unités régulatrices P85a et PSSP et de la sous-unité
catalytique P110a dans les lignées DT40 wr et DT40 SHIP-/-.
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Rac interagit avec Akt :

Nous avons pu mettre en évidence que la protéine Rac peut se lier a Akt. Cette

interaction est dépendante du domaine PH d’Akt, et est rendue impossible par 1’ajout d’un

inhibiteur des PI3K. Deux hypothéses sont alors possibles : soit Rac est un substat d’Akt,

soit Rac est directement un régulateur de 1’activité d’Akt.

Rac substrat d’Akt: Rac est décrite comme une cible d’Akt: en effet, cette
derniére induit la phosphorylation de Rac et permet I’inhibition de la GTPase
(Kwon, Kwon et al. 2000; Zhang, Wang et al. 2006). Dans ce cas, la dépendance du
domaine PH pour I’interaction viendrait du fait qu’il faut impérativement une forme
active d’ Akt pour interagir avec Rac. Le domaine PH, liant les PIP3, étant essentiel
a I’activation d’Akt.

Rac régulateur d’Akt :

L’interaction de Rac et d’Akt peut-&tre envisagée dans le sens ou Rac est
directement un régulateur d’Akt permettant son activation. Il existe une protéine
ArgBP2 qui a la capacité de lier d’une part PAK (effecteur de Rac) et d’autre part
Akt (Yuan, Kim et al. 2005). Cette protéine pourrait étre le lien entre Akt et Rac. Il
pourrait ainsi se former un complexe Rac-PAK-ArgBP2-Akt permettant 1’activation
d’Akt.

Rac est capable de s’homodimériser et ceci potentialise son effet sur ses effecteurs
(Zhang, Gao et al. 2001). Une autre protéine TCL1 est capable de s’homodimériser
et dans cet état TCL1 va interagir avec Akt permettant son activation. De plus, tout
comme Rac, ’interaction de TCL1 avec Akt dépend du domaine PH d’Akt. Rac
pourrait ainsi activer Akt au travers d’un mécanisme similaire a 1’activation par
TCL1. Afin de tester I’hypothése qui est que Rac puisse directement activer Akt, il
serait interessant de déterminer les acides aminés dans Akt importants pour son
interaction avec Rac. Nous pourrions ainsi vérifier par [’'utilisation d’une forme

mutée d’ Akt que Rac ne peut plus induire d’activation.

Rac ne dépend pas de sa relocalisation aux membranes pour activer Akt :

Le mode¢le canonique de I’activation des effecteurs de Rac passe par une relocalisation

de la GTPase au niveau membranaire. Une fois a la membrane, Rac peut se lier a ses

effecteurs pour les activer. Cette translocation est d’ailleurs sous controle des intégrines

(Del Pozo, Kiosses et al. 2002; del Pozo, Alderson et al. 2004). En absence de la
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signalisation par le biais des intégrines (cas d’une cellule non adhérente) Rac reste
cytosolique et ne peut activer ses effecteurs (Del Pozo, Kiosses et al. 2002).

Dans le cadre de la voie « R-P-A » nous montrons que dans des cellules en suspension
Rac peut induire D’activation d’Akt alors que cela est impossible dans des cellules
normalement adhérentes. Ce mécanisme va donc a 1’encontre du modele défini pour les
effecteurs de Rac de type PAK. Le mutant V12RacC189S ne peut plus étre modifié¢ par
prénylation ; ceci a pour conséquence qu’il ne peut plus se lier aux membranes.
L’utilisation de ce mutant nous a permis de démontrer que 1’activation d’ Akt par Rac était

indépendante d’une association de la GTPase aux membranes (voir figure 8).
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2. Deuxieme Partie ;: Etude de la voie « R-P-A »

La voie « R-P-A » pour Rac-PI3K-Akt, ne peut étre activée que dans un contexte ou
les cellules sont non adhérentes ; si on prend des cellules normalement adhérentes telles que
les PAE, la voie « R-P-A » n’est pas inductible. Par contre, une fois ces cellules rendues non
adhérentes cette voie devient inductible.

Quels sont les différences induites par un changement de 1’état d’adhérence qui conduisent a
la possibilité d’activer ou non la voie « R-P-A » ?

Pour répondre a cette question, j’ai analysé les niveaux d’expression des protéines composant
la voie « R-P-A » ou des protéines pouvant la réguler. Dans une seconde partie, j’ai analysé

comment pouvait étre régulée la PI3K dans le contexte de cette voie « R-P-A ».

Pour étudier les différences entre des cellules adhérentes et non adhérentes, j’ai utilisé le
modele cellulaire des A20. La lignée de cellules A20 est d’origine murine. En culture, ces
lymphocytes de type B présentent la particularité de se répartir spontanément en deux
populations, I’une est adhérente au plastique, I’autre reste en suspension.

Cette particularité nous donne 1I’opportunité de travailler sur des cellules qui ne différent que

par leur état d’adhérence/suspension.
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a) Cellules A20 modéle d’étude de la voie « R-P-A ».
Nous voulions connaitre quelles étaient les différences entre un état adhérent, non

permissif pour 1’activation d’Akt et un état non adhérent, permissif pour 1’activation d’Akt.
Pour étudier cela nous avons employé les cellules A20 dont la population se répartit
spontanément en deux groupes : les cellules Adhérentes et les cellules Non Adhérentes.

La premiere étape était donc de vérifier que dans ce modele cellulaire la GTPase Rac
constitutivement active pouvait induire I’activation de la protéine Akt.

Nous avons transfecté des cellules A20 avec la forme constitutivement active de Rac:
L61Rac. La transfection de L61Rac dans les cellules Non Adhérentes permet d’induire la
phosphorylation de la protéine Akt sur la Thr308 a contrario il n’y pas d’augmentation de
cette phosphorylation suite a la transfection de L61Rac dans les cellules Adhérentes. Comme
témoin positif nous avons utilisé une forme constitutivement active de la PI3K (rCD2p110)

qui permet dans les deux groupes cellulaires 1’activation de la protéine Akt (voir Figure 25).
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Figure 25 L61Rac active Akt dans les cellules A20 Non Adhérentes. Les cellules A20 ont été transfectées
avec soit un plasmide vide (piste control) soit un plasmide codant pour une forme constitutivement active de la
PI3K (piste rCD2P110) soit un plasmide codant pour la forme constitutivement active de Rac (piste L61Rac).
Dans chacun des groupes cellulaires « Adhérentes » et « Non Adhérentes », nous avons suivi I’activation de la
protéine Akt par western-blot au travers de sa phosphorylation sur le résidu Thr308.

La voie « R-P-A » est fonctionnelle dans les cellules A20 et est bien dépendante de 1’état
d’adhérence des cellules. Les cellules A20 vont pouvoir étre utilisées pour étudier les

différences entre les états Adhérents et Non Adhérents concernant la voie « R-P-A ».
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b) Analyse des niveaux d’expression des composants de la voie
« R-P-A » en fonction de I’état d’adhérence dans le modéle A20.

(1) Niveau d’expression et Etat d’activation de Rac en
fonction de I’état d’adhérence des cellules.

Nous avons cherché a savoir si dans les cellules Non Adhérentes la proportion de Rac activée
¢était plus forte que celle des cellules Adhérentes. Pour répondre a cette interrogation, j’ai
réalisé des expériences de précipitation sélective des formes liées au GTP, avec comme appat

le domaine CRIB de PAK qui se lie spécifiquement a la protéine Rac sous sa forme GTP.

Al Tampon de faible siingence
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Figure 26 Niveau d’expression et état d’activation de Rac en fonction de I’état d’adhérence des cellules
A20. A) Les cellules A20 adhérentes (adh) et non adhérentes (non adh) ont été lysées dans un tampon a faible
stringence, puis le lysat est incubé avec des billes GST-CRIB qui permet de précipiter sélectivement la forme
active de Rac, les lysats représentent 1/10 du lysat utilisé pour la précipitation par la GST-CRIB. Les moyennes
ont été établies a partir de 6 expériences indépendantes B) Idem que A, mais en utilisant un tampon de forte
stringence. Les moyennes ont été établies a partir de 3 expériences indépendantes. C) Représentation du ratio :
Rac activée dans les cellules non adhérentes par rapport a Rac activée dans les cellules adhérentes.

La Figure 26 compile deux types d’expériences : Dans un premier temps, j’ai comparé la
proportion de Rac activée dont la distribution serait plutdt cytosolique. Dans un deuxieme
temps, j’ai étudié la proportion de Rac activée de 1’ensemble de la cellule (fraction
cytosolique et fraction normalement associée aux membranes).

Pour étudier la proportion de Rac activée dans la fraction cytosolique, j’ai utilisé un tampon
« faible stringence » (composition : Tris HCI 50mM, Triton X-100 1%, NaCl 100mM, MgCI2
10mM, glycérol 5%). Pour étudier la proportion de Rac activée dans la fraction dans
I’ensemble de la cellule, j’ai utilisé un tampon dit « forte stringence » contenant une forte
concentration de sels et de détergents (S0mM Tris HCI, Triton X-100 1%, Deoxycholate
0.5%, SDS 0.1%, NaCl 500mM, MgCl2 10mM). D’apres ces expériences, je montre que la

proportion de Rac activée cytosolique (Figure 26 A et C) est équivalente dans les populations
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A20 Adhérentes et Non Adhérentes, de méme la proportion de Rac activée est équivalente

entre ces deux populations pour I’ensemble de la protéine Rac cellulaire.

Les populations de cellules A20 Adhérentes et Non Adhérentes ne présentent pas de
différence majeure dans le niveau d’activation de la protéine Rac. De plus, méme si ce type
d’approche n’apporte cette conclusion qu’indirectement, il semble qu’il n’y est pas de

différence significative dans la distribution des formes actives de Rac aux membranes.

(2) Expression des isoformes P85a et P85 dans le
modele A20.

J’ai analysé par western-blot quelle pouvait étre la proportion d’isoforme P85a par rapport a
I’isoforme P85B. Pour réaliser cette expérience, j’ai utilisé 1’anticorps anti-P85 (Upstate, 06-
497), c’est un anticorps polyclonal qui reconnait les deux isoformes alpha et beta. P85a et
P85 peuvent étre séparées lors d’une électrophorése réalisée dans un gel de grande taille et
un pourcentage d’acrylamide de 7.5%.

D’apres la Figure 27, on note que I’isoforme P85a est clairement surexprimée par rapport a
I’isoforme P85B dans les cellules A20, ce qui confirme les données de la littérature (Otsu,
Hiles et al. 1991). L’identité des bandes a par la suite été confirmée par les anticorps
monoclonaux dirigés contre chaque isoforme alpha et beta, soit respectivement les anticorps
anti-P85a US et anti-P85P T15.

Les cellules A20 sont trouvées sous deux états, adhérent et non adhérent. J’ai analysé si il y
avait une différence d’expression, selon I’état d’adhérence des cellules, des isoformes P85
alpha et beta et de la sous-unité régulatrice P110a. J’ai pu montrer qu’il n’y avait pas de
différence significative d’expression de ces différentes protéines en fonction de 1’état

d’adhérence des cellules (Figure 27).
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Figure 27 Expression des sous-unités régulatrices de la PI3K, P85a et P85p, dans les cellules A20.

50 pg de protéines ont été¢ déposées par puits. Cellules A20 NA : Non Adhérentes, et A :
Adhérentes. Pour la détection de P85, I’anticorps anti-P85 (UBI 06-497) a été utilisé, 3 types
d’expositions sont représentées. P110a a été détectée par I’anticorps anti-P110a (CST, 4254).

__115--



Reésultats-Discussion : Deuxiéeme Partie «Etude de la voie R-P-A.»

(3) Etude des phosphatases dans les cellules A20
Poursuivant notre étude comparative des protéines régulatrices pouvant étre modulées dans la

voie « R-P-A », nous nous sommes intéress¢ au niveau d’expression de deux protéines
importantes dans la régulation de la synthése des Phospholnsositides. Ces deux protéines
PTEN (Phosphatse and TENsin homologue deleted fom chromosome-10) et SHIP (SH2-
containing Inositol Phosphatase) sont deux phosphatases, elles déphosphorylent les
phosphoinositides en position 3’ et 5’ respectivements, contrebalangant ainsi 1’effet de la
PI3K sur la synthése des PIP3.

J’ai pu montrer que dans les cellules A20, il n’y a pas de différence d’expression de PTEN ni

de SHIP que les cellules soient dans un état Adhérent ou Non Adhérent (voir Figure 28)

A20 A20
Dépdt 20 pg Dépét 40 pg
Non Non
Adhérentes ) 1« ontes Adhérentes < ontes
- .- — 4| SHIP

| e s SENNES SN

Figure 28 Analyse de I’expression des phosphatases PTEN et SHIP dans les cellules A20 : Adérentes ou
Non Adhérentes. 20 ou 40 pg de protéines ont été déposées par puits. Les anticorps utilisés sont : SHIP UBI #06-
832, dilué au 1/250¢éme et PTEN Santa Cruz clone A2B1, dilué au 1/1000éme.

La spécificité d’activation de la voie « R-P-A » pour un certain état d’adhérence, ne dépend
pas de I’expression de ces deux phosphatases. Nous avons mis en évidence dans les DT40 que
I’absence de SHIP était suffisante pour permettre 1’activation de la voie « R-P-A » dans les
cellules adhérentes. La régulation par SHIP et peut-étre par PTEN ne dépendrait donc pas du
niveau d’expression de ces protéines mais pourrait dépendre de leur localisation cellulaire. En
effet, il pourrait exister des différences de localisation de ces protéines régulées par

I’adhérence.
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¢) Régulation de la PI3K au sein de la voie « R-P-A »
Nous avons pu montrer que I’activité PI3K est indispensable a 1’activation d’Akt induite par

Rac (Genot, Arrieumerlou et al. 2000). En effet, I’ajout d’inhibiteurs de la PI3K bloque
complétement ’activation d’Akt. Dans cette voie, nous montrons que Rac est en amont de la
PI3K et nous avons cherché a comprendre comment la GTPase Rac pouvait influer sur la

PI3K régulatrice d’ Akt.

(1) Rac activateur de la PI3K ?
J’ai décrit dans I’introduction le domaine BH présent dans les deux isoformes P85a et P85p,

ce domaine a la capacité d’interagir avec Rac et Cdc42 et nous pensons que Rac viendrait

activer la PI3K par le biais d’une interaction avec la sous-unité P85.

(a) Etude de Pinteraction P85-Rac

Précipitation par GST Pull-Down

Afin d’étudier ’interaction entre la sous-unité P85 et Rac, j’ai réalisé une série d’expériences
de précipitation sélective. Dans ces expériences, I’appat utilisé est soit la protéine GST-
V12Rac soit la protéine GST seule. Les constructions GFP-BHa, GFP-BHP, GFP-P85a, GFP-
P85aABH, sont surexprimées dans les cellules A20, puis les lysats sont mis en contact avec

soit des billes GST, soit avec des billes GST-V12Rac (voir Figure 29).
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Figure 29 Précipitation de la sous-unité P85 et ses mutants par GST pull-down. Des cellules A20 ont été
transfectées par différentes constructions (30pug d’ADN) codant pour la GFP, GFP-BH, GFP-BHa, GFP-BHp,
GFP-P85a et GFP-P850ABH. Les lysats des cellules transfectées ont été utilisés pour réaliser les précipitations
sélectives avec des billes-GST ou des billes-V12Rac. Détection par Western-Blot avec 1’anticorps anti-GFP.

Je n’ai pas pu tenir compte du résultat de ces expériences, car on peut noter que
I’ensemble des constructions y compris la GFP seule vont s’associer avec les billes GST-
V12Rac ainsi qu’avec les billes GST-seule ; en effet, il semble que la GFP ait de I’affinité soit
pour les billes Glutathionne-Agarose soit pour la GST. Pour conclure, ceci m’a amené a
revoir ma stratégie et c’est ainsi que j’ai décidé de changer d’étiquette pour chacune des

constructions, en étiquetant les constructions avec I’Hémagglutinine.
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(b) Le domaine BH, domaine responsable de I’interaction
P85-Rac.

Pour étudier I’interaction entre Rac et la sous-unité P85, j’ai utilisé les domaines BH
fusionnés a I’étiquette GST. A partir d’un lysat cellulaire, j’ai regardé si la protéine Rac

endogéne pouvait venir se lier au domaine BHo ou BH.

(1) Rac et I’isoforme a de P85
Etude de I’interaction par précipitation sélective par I’utilisation de la protéine GST-BHa.

GST- GST- ' Lysat
PAK PM GST PM BHo PM  Vide 1/150me

Figure 30 Le domaine BH de P85a interagit avec Rac. Un lysat de cellules A20 est incubé pendant 1 heure en
présence de billes GST, GST-PAK et GST-BHa. Western-Blot révélé avec 1’anticorps anti-Rac.

Cette expérience montre clairement que le domaine BH de la protéine P85a s’associe avec la

protéine Rac. Cette interaction est néanmoins faible si on compare I’interaction de Rac avec le

domaine CRIB de son effecteur PAK.
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(i1) Rac et I’isoforme 3 de P85
Etude de I’interaction par précipitation sélective par I’utilisation de la protéine GST-BHp.

GST- Lysat . GST- GST-
PAK 1/10éme GST  vide  newnBHE PSSR

C —

Figure 31 Le domaine BH de P85p n’interagit pas avec Rac. Un lysat de cellules A20 est incubé pendant 1
heure en présence de billes GST, GST-PAK et GST-BHp. Western-Blot révélé avec 1’anticorps anti-Rac.

En ce qui concerne I’étude de I’interaction de Rac avec le domaine BH de P85f, je n’ai pas
détecté d’interaction. De plus, méme avec la protéine P85 entiére, je ne détecte pas

d’interaction.

Rac

(Ac antl Rac UEI 1/500)

Figure 32 Analyse comparative de ’association de Rac avec le domaine BH de P85a et le domaine BH de
P85p. Un lysat de cellules A20 est incubé pendant 1 heure en présence de billes GST, GST-PAK, GST-BHa et
GST-BHB. Western-Blot révélé avec ’anticorps anti-Rac.

Concernant I’interaction de Rac avec les sous-unités régulatrices P85a et P85f, il
apparait qu’il y a une spécificité de liaison, Rac ne pouvant interagir qu’avec P85a (voir
Figure 32). Dans le contexte de la voie « R-P-A », si Rac régule la PI3K via une interaction

avec le domaine BH des sous-unités régulatrices, cette interaction se fera alors par le biais de

P85a.
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(¢) Rac régule t-il la phosphorylation de P85a ?
L’activité de la PI3K peut étre régulée par une modification de 1’état de phosphorylation de la

sous-unité régulatrice P85 (voir introduction). Ces phosphorylations sont supposées induire
une modification conformationnelle de P85 permettant de lever I’inhibition qu’elle exerce sur
la PI3K ou alors pourrait permettre un recrutement de plusieurs PI3K (Cuevas, Lu et al.
2001).

Dans le contexte de la voie « R-P-A », j’ai posé I’hypothése que Rac pourrait induire un
changement de 1’état de phosphorylation de la sous-unité P850 permettant une activation de la
PI3K et donc d’Akt.

Pour tester cette hypothése, j’ai transfecté des cellules Jurkat et j’ai ensuite immuno-précipité
les protéines phosphorylées sur les résidus Tyrosine a 1’aide d’un anticorps dirigé contre les
protéines tyrosine phosphorylées.

Les résultats de cette expérience (voir Figure 33) semblent montrer que la forme active de Rac
(L61Rac) entraine une augmentation de la phosphorylation de la protéine P85a comparé a la
piste ou L61Rac n’est pas transfecté (transfection d’un vecteur vide). La transfection de la

protéine V-Src n’induit pas de modifications de la phosphorylation de P85a.

P
P-Tyr 4G10

Empty LB61Rac V-Src Empty L61Rac V-Src

Lysats

(Exposition longue)

{(Exposition courte) (1) {1.38) {0.98)
(Anti P85alpha US)

Figure 33 Rac induit la phosphorylation de P85a. Les lysats des cellules Jurkat non transfectées (empty)
transfectées par L61Rac (L61Rac) ou transfectées par v-Src (v-Src) ont été incubés en présence de 1’anticorps
anti-P-Tyr (4G10) pendant 1 heure. Les protéines immunoprécipitées ont été révélées par ’anticorps anti-P85a
US5. Les pistes Lysats représentent 1/10°™ du lysat utilisé pour 1’immunoprécipitation.

C’est une premicre expérience qu’il sera nécessaire de confirmer. Il sera intéressant de
comprendre les mécanismes qui conduisent a une phosphorylation de P85a dépendante de
Rac. Dans un second temps, il faudrait connaitre les sites de phosphorylations afin de réaliser
des mutants sur ces sites pour savoir s’ils sont suffisants pour induire I’activation de la PI3K

ou bien une autre activité de signalisation.
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d) Conclusions sur I’étude de la régulation de la voie « R-P-A ».

Differences entre [’état Adhérent et ['état Non Adhérent :

Dans ce chapitre j’ai résumé les travaux accomplis dans le but d’étudier les différences
entre un état adhérent non permissif pour 1’activation de la voie « R-P-A » et un état non
adhérent permissif. Pour étudier cela j’ai utilisé le modele A20 ou j’ai pu montrer que la voie
« R-P-A » ¢tait activable et qu’elle était bien sous dépendance de I’état d’adhérence des
cellules. J’ai étudié le niveau d’expression de protéines composants la voie ou pouvant &tre
des régulateurs. J’ai pu montrer qu’il n’y avait pas de régulation de I’expression de la protéine
Rac ni de son activation en fonction de I’état d’adhérence, de méme, 1’expression des
régulateurs négatifs de la PI3K, PTEN et SHIP, ne varie pas. Enfin, les composants de la
PI3K, P110a, P85a et P85B ne voient pas leur expression varier entre cellules adhérentes et
non adhérentes. La régulation de la voie « R-P-A » pourrait se faire alors par une localisation
différentielle de chacune de ces molécules en fonction de I’état d’adhérence. Les travaux sur
la protéine SHIP dans les DT40 montrent que la localisation de cette protéine est modifiée par

I’adhérence cellulaire.

Rac activateur de la PI3K ?

e Rac phosphoryle P85 :

Rac pourrait agir sur P85 en induisant la phosphorylation de P85 ; les premiers essais
tendent & montrer que ce peut-étre le cas mais cela reste a vérifier ; puis il faut connaitre
les effets de cette phosphorylation : Ces phosphorylations peuvent elles induire une

activation de la PI3K?

Dans le cadre de la voie « Rac-PI3K-Akt », un scénario possible est le suivant : Rac
actif interagirait avec la sous-unité P850, Rac modulerait la phosphorylation ou la
dimérisation de P850, cette interaction permettrait de lever I’inhibition qu’exerce P85 sur
P110 rendant ainsi la PI3K pleinement active. La synthése de PIP3 permettrait alors
I’activation de la protéine Akt.

Cette hypothése est appuyée par les données de la littérature qui montrent que Rac permet
d’activer la PI3K (Inabe, Ishiai et al. 2002). Dans un premier temps pour montrer que Rac
active la PI3K, nous pourrions comparer la synthése de PIP3 dans des cellules non

transfectées et des cellules transfectées par VI12Rac. Les PIP3 étant mésurés par
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I’intermédiaire d’anticorps reconnaissant ces molécules. Dans un second temps, pour
montrer que le domaine BH est nécessaire a cette régulation, nous pourrions utiliser une
approche d’ARN interférents. Il s’agirait d’éteindre I’expression de la protéine P85a (et si
nécessaire P85P) et de transfecter soit la protéine exogeéne P85a pour restaurer la voie, soit
transfecter la protéine exogene PSSABH, dans ce dernier cas la voie « R-P-A » ne devrait
plus étre fonctionnelle par la perte de 1’interaction de Rac avec P85. Une autre approche
envisageable serait la surexpression des domaines BH isolés qui viendraient alors agir
comme des inhibiteurs soit en fixant Rac soit en empéchant la liaison de Rac-P85 par la
fixation du BH sur la protéine P85 endogéne. Enfin, nous pourrions utiliser un mutant de
Rac devenu incapable de se lier au domaine BH de P85, mais toujours capable d’interagir

avec ses effecteurs.

Quels isoformes de P85 est nécessaire a la voie « R-P-A » ?

J’ai pu montrer que seul le domaine BH de P85a peut interagir avec Rac. Si Rac active
la PI3K, je pense que cette activation dépend d’une interaction spécifiquement avec P85a et
non avec P85P. Afin de vérifier s’il y a une spécificité des isoformes P85 dans la voie « R-P-
A », j’envisage d’utiliser ’approche d’ARN interférents ; nous pourrions vérifier 1’activation

de la voie en I’absence de I'une ou I’autre des deux isoformes : P85a et P85p.
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e) Conclusions générales sur la voie « R-P-A »

Les cellules naturellement adhérentes entrent rapidement en apoptose lorsqu’elles sont privées
d’interaction cellule-cellule ou cellule matrice via le mécanisme d’anoikis. L’expression
d’une forme constitutivement active de Rac (V12Rac ou L61Rac) peut bloquer ce processus
apoptotique. Aussi, Akt et la PI3K sont des protéines qui régulent les mécanismes de
I’anoikis ; dans une cellule normalement adhérente, les structures d’adhérence via les
intégrines permettent I’activation de la protéine Akt permettant ainsi une protection vis-a-vis
de I’apoptose. Une cellule dont 1’état d’adhérence serait perturbé va enclencher 1’anoikis par
perte du signal protecteur induit par Akt.

Nous avons montré que la voie « R-P-A » est spécifiquement activée dans les cellules en
suspension. Donc il existe une voie d’activation d’Akt indépendante des structures
d’adhérence. Nous postulons que cette voie serait un mécanisme de protection contre 1’anoikis
dans le cas des cellules adhérentes. Lors de processus cellulaire tels que la migration ou la
division cellulaire, la cellule perd momentanément une partie de ses structures d’adhérence.
Afin d’éviter que cette cellule, non « défectueuse », entre en apoptose la voie « R-P-A »
pourrait étre mise en place afin d’apporter des signaux de survie.

Suite a ces travaux, d’autres équipes ont pu montrer que effectivement Rac (ou méme Cdc42)
induisait I’activation d’Akt, cette activation étant nécessaire a la protection contre 1’anoikis
(Coniglio, Jou et al. 2001; Zugasti, Rul et al. 2001). Récemment, une équipe a montrée que
que ’activation de Rac et Cdc42 par la GEF : Dbl permettait ’activation d’ Akt suivie d’une
protection contre I’apoptose (Morley, Wagner et al. 2006). De plus, ils montrent qu’il existe
une interaction entre Cdc42 et PDKI, cette interaction pourrait étre 1’élément permettant
I’activation d’Akt. Dans le contexte de la voie « R-P-A », il serait intéressant de vérifier s’il

n’existe pas également une telle interaction entre Rac et PDK1.
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3. Troisieme Partie : « Formation des podosomes sous le
controle de la GTPase Cdc42 dans des cellules
endothéliales. »

a) Introduction du papier
Le modele d’étude présenté ici est les PAEV12CDC42 (Davis, Stephens et al. 1999),

ce sont des Cellules Aortique de Porc transfectées de facon stable avec un plasmide
permettant 1’expression du transgene V12CDC42, I’expression est induite par ajout d’IPTG
(0.1 mM) dans le milieu de culture. La surexpression de la forme active V12Cdc42 conduit a
la réorganisation du cytosquelette d’actine, avec la disparition des fibres de stress et des
contacts focaux et I’apparition des podosomes. La détection des podosomes se fait dés 4

heures d’induction.

Les podosomes sont des structures ponctiformes avec un cceur compos¢ d’actine-F et
un anneau riche en protéines dont la vinculine ; ces structures sont retrouvées au niveau de la
surface ventrale des cellules. Pour observer les podosomes nous réalisons un co-marquage de
I’actine-F par la rhodamine-phalloidine et de la vinculine par immunomarquage.

L’article (Moreau, Tatin et al. 2006) présente les podosomes dans les cellules endothéliales

(Voir chapitre Annexes).
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b) « Cdc42-driven podosome formation in endothelial cellls »
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Eetopie expression of a constitutive adtive mutant of the GTPase Cded2 (V1 20dc42) in vascalar endothetial cells
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when cell-cell interactions ane disrupted at the initation
of 1he ongicpenic progrom, when cells detach Trom the
endoibeliom ond then profiferate amd migrate te extend
the preexisting vascular petwork. Such abundance and
diversity of signals impact on cyioskeletal organisation
and produce a wisle range of actin configurations, which
therelone represent & critical aspoct of endothelial cell
physbodogy. Pislosonses (orm spontamomsly o oeraln
cell types of hacmatopaiciic origin, sach as monocyles,
macrophapes and osteockasts {Linder and Acpfelbacher.
2003k The hemangioblast bong o common progendbor
1o Blood aml endothelial cells (Chod e al., 1998], we
investigatod whether endodbelial cells share the abidity fo
form podosomes with these cells of hacmatopoictic
onigin, We repont that @ consditutively sctive mutant of
Ciled? but not its wikd-type or dominani negative fonms
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320 V. Morean et al. / European Journal of Cell Biology 85 (2006) 319-325

induces the formation of podosomes. We describe
V12Cdce42-induced podosomes and certain aspects of
cell behaviour observed in these podosome-bearing cells.

Materials and methods
Reagents and antibodies

Puromycin, hygromycin B, isopropyl-beta-D-thioga-
lactopyranoside (TIPTG) and Mowiol 4 88 were from
Calbiochem. Collagen type 1 and fibronectin were from
BD Biosciences. Antibodies against vinculin (hVIN-1)
were from Sigma. Anti-myc (9E10), anti-phosphotyr-
asine (4G 10) and anti=p85x« (U3) antibodies were kind
gifts from Dr. D. Cantrell (University of Dundee,
Dundee, UK). Antibodies against gelsolin were kindly
supplied by Dr. C. Chaponnier (University of Geneva,
Geneva, Switzerland). Polyclonal anti-Arp3 antibodies
were from Dr. M. Welch (University of California,
Berkeley, USA), anti-dynamin 2 antibodies [rom Dr. M.
McNiven (Rochester, USA), and anti-N-WASP anti-
bodies [rom Dr. M. Way (London Research Institute,
London, UK). Further antibodies were against cortactin
(clone 4F11) (Upstate Biotechnology International),
Cdcd42, beta3 integrin, pl90RhoGAP, VASP (Cell
Signalling Technologies). WIP-myc tag construct was
from D. Stewart (Bethesda, USA). Rhodamine-phalloi-
din and FITC-labeled secondary antibodies were pur-
chased from Molecular Probes. Propidium iodide was
from Sigma.

Cell culture

Porcine aortic endothelial (PAE) cells obtained from
Dr. Saklatvala (Kennedy Institute of Rheumatology,
TLondon, UK) were maintained in F12 medium (Ham
F12; GIBCO BRIL) supplemented with 10% heat-
inactivated FCS (Globepharm) and antibiotics. Cells
were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of
5% CO, and 95% air. PAFE cell lines expressing either
V12, N17 or WTCdc42 under the control of an TPTG-
inducible promoter were established previously (Davis
et al, 1999) and cultured in the same medium
supplemented with 100 pM hygromycin B and 500 nM
puromycin. Expression was achieved by adding 0.1 mM
IPTG to the cultures.

Immunofiuorescence microscopy

Cells plated onto glass coverslips were prepared for
mmunofluorescence microscopy as previously described
(Moreau et al., 2003). The coverslips were washed in
water and mounted on microscope slides using Mowiol
4 88 mounting medium. Images were acquired using a

TE2000 Nikon inverted fluorescence microscope and a
Nikon DXM 1200 camera (LUCIA 5.0 acquisition
software, Nikon). Confocal images were captured on an
Eclipse E800 Nikon microscope. The images were
processed using Adobe Photoshop 5.5 (Adobe Systems).
The number of cells showing podosomes was assessed in
three independent experiments in which at least 200 cells
were counted.

Wound healing assay

Endothelial cells were sceded in six-well tissue culture
plates and grown to confluence. The cell monolayer was
wounded with a sterile plastic pipette lip to generate a
wound with a width ol approximately 1 mm. The cell
monolayer was washed with PBS to remove cell debris
and incubated in complete medium at 37°C. lmages
were taken using a phase-contrast microscope with a
5 x lens, directly after wounding and after a 10-h
incubation period. Cell migration was determined by
counting the number of cells within the wound area.
Experiments were done in triplicate and four fields {rom
each well were randomly selected for cell counting. The
percentage of migrating cells was determined and is
presented as percentage of the control response.

Results and discussion

Cytoskeletal arrangements, including podosomes, are
controlled by members of the Rho lamily of G’ TPases.
By analysing the effects of cctopic expression of
constitutively active mutants of this class of proteins
on F-aclin organisation, we discovered that endothelial
cells can form podosomes. Using inducible PAE cell
lines (Davis et al., 1999) we show that only over-
expression of active (V12Cdc42), but not wild-type
(WTCdc42) nor dominant negative (N17Cdc42) Cdc42,
triggered podosome formation (Fig. 1A). In this model,
podosomes appeared scattered all over the ventral cell
surface (Fig. 1A). At higher magnification the char-
acteristic podosomal protein organisation consisting in a
core of F-actin surrounded by a ring of vinculin could be
seen (Fig. 1B). Interestingly, filopodia-like protrusions
could also be observed at the periphery of V12Cdc42-
expressing PAE cells and elongated focal complexes had
replaced the classical focal adhesions (Fig. 1B).

In a time-course experiment analysing actin polymer-
isation upon VI12Cdc42 transgene expression, we
observed the first podosomes as early as 4h after
induction, when VI12Cdc42 protein became detectable
by Western blot {(data not shown). At 24 h, about 25%
of the cells had flattened, lost their stress fibres and
presented isolated or scattered podosomes. By 48h,
about half of the cells had increased in velume and
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wnireabed. Cells were fined after 2dh; Feactin was labeflad with rhodaminephall

oidin. Far, 50pm, (B Higher magmBcation of

podosomes (arrows) and dongatal foold complexes (amowheands) in IFTG-induced V1 2CHed 2expressing cells stained for F-actin

{red} apd vinculin (greenk. Bar, 25 pm

preseniod podosamds SIFBCIRRes. Adler Y0 h, the culiune
congisted im o confluent monolaver of ghant multi-
aucleated oells, where most of them had reorganised
their actin into podosomes (Fip 2} Characterists:
componenis of podosomes were founed m thiese
V1208 ed 2-induced actin struclures. By mmunoloones-
cence, we colocahsed sveral podosomsl markers such
ak cortnctin, dynamin, M-WASEF and A2, topether
with other strmuctaml and [npctonal profeins known 1o
e presenl st podosomes in other modeds (Linder and
Aeplelbacher, 2003}, Tablk 1 lsts the r\-m‘.n»r-m.i!
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FAE cells, Consistent with the defimition of podosomes,
the VIDCded 2ncucad actin structums were exchsively
found at the veniral surface of the endothelial cell, in
chose contact with the substratum (data nod shown)
Acoording 1o their putative role in cell adhesion, we
amalysed the imfluence of the extracellular matrx on

podosome formation and organisation. PAE cefls were
sepded on either fibronectin or collagen-coated cover-
slips, podosome formation was triggered by inducing
V12Cded2 expression, and actin-phalloidin staining was
performed 1o vimiahise podosomes. Mone af the wo
tested malrx prolemns had detectable ellects on erther
podosome [ormation or on their gpatml organisation
{Fig. 3). Likewise, serum componenis dil not affect
these parametens (cdatn nof shown).

Podosome formation has also been assecmted with a
mAgratory behaviour, In Enct, the mi|:'_r.||:nr'. phumll\r\'
seems 10 cormelate with postosome 'H.rq1:.1| distnibution al
the veniral surface, For instance ru'ulnh'nnls_'-. form a kel
nl the cell periphery of osteoclysts soxled on glass
coverslips and this phenotype is associated with o non-
matile behaviounr. In contrast, OO0 IS chesters are
found at the kading edpge of these cells as they migrate
{Sanjay et al, 201 We therefore analvsed the
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nuclei
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Fig. 2. V12Cdcd42 indnces podosome formation and multinncleation. V12Cded2 expression was triggered with TPTG, or not, in cells
of the inducible V12Cde42 PAE cell line. Cells were fixed after 24, 48, 96 h. F-actin and nuclet were labelled with rhodamine-
phalleidin and propidinm iodide, respectively. Cells showing podosomes at 24 h are shown (arrows). Bar, 100 pum.

Table 1. Podosomal markers found at V12Cdce42-induced podosomes in PAE cells

First demonstration at podosomes

Cell type (reference)

Component Localised at focal
adhesions
Vinculin Yes
VASP Yes
plyr Yes
Integrin f3 Yes
Cdcd2 No
Gelsolin No
Cortactin No
Dynamin No
P85z (PI3K) No
N-WASP No
wIP No
Amp2/3 No
pl90RhoGAP No

Fibroblasts (Tarone et al., 1985)

Endothelial cells (Dutartre et al., 1996)

Fibroblasts {Tarone et al., 1985)

Osteoclasts (Pfaff and Jurdic, 2001)

Macrophages (Linder et al., 1999)

QOsteoclasts, macrophages, fibroblasts (Marchisio et al., 1987)
Breast carcinoma cells (Schuuring et al., 1993)
Osteoclasts (Ochoa et al., 2000)

Osteoclasts (Lakkakorpi et al., 1997)

Fibroblasts (Mizutani et al., 2002)

Endothelial cells {Moreau et al., 2003)

Macrophages (Linder et al., 2000)

Smooth muscle cells (Burgstaller and Gimona, 2004)

migration pattern of V12Cdc42-expressing cells which
presented an alternative podosome arrangement. A
wound healing assay comparing V12Cdced?2 cells with
wild-type or dominant negative Cdcd2-expressing cells
revealed that, in this model, cells harbouring podosomes
are far less motile than uninduced control cells without
podosomes (Fig. 4). Yel, it remains unclear whether the
presence or spatial distribution of podosomes or other
Cdce42-dependent effects inhibit the motility of these
cells.

V12Cde42-expressing PAE cells demonstrated a
reduced proliferation rate (Fig. 5). The number ol cells
expressing V12Cdce42 remained constant over a 96h
time period whereas the control cell population doubled
every 20 h. Such phenomenon was not seen in uninduced

or mduced N17Cdcd42 or WTCded2 PAE cells (Fig. 5).
Concomitantly, the V12Cdc42-expressing cells became
giant and multinucleated (Fig. 2). Intriguingly, giant
multinucleated cells seem to be somehow connected with
podosome lormation. Indeed, podosomes have been
described in osteoclasts, foreign body giant cells (DeFife
et al., 1999) and differentiated trophoblast giant cells
(Parast et al., 2001), which all display a giant multi-
nucleated phenotype at least at one point in their
differentiation. In these cells, multinucleation results
from a cell fusion process. Multinucleation observed
here in PAE cells resulted from impaired mitosis as
previously reported (Muris et al., 2002). The formation
of multinucleated giant cells has already been described
in response to increased Cdc42 activity resulting from
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glass
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collagen

fibronectin

Fig. 3. The extracellular matrix has no influence on podosome formation or spatial distribution. V12Cdc42 PAE cells were seeded
on glass coverslips uncoated or coated with either collagen or fibronectin, and then induced or not with IPTG for 24 h. F-actin was

labelled with rhodamine-phalloidin. Bar, 100 pm.
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Fig. 4. V12Cdcd42? inhibits PAE cell migration. Established
PAE cell lines inducible for the expression of WTCdc42,
N17Cdc42 or V12Cded2 were sceded on a plate and were
induced to express the transgene with PTG for 24 h or left
untreated. Migration was analysed by connting the cells which
have migrated into a wound over a 10-h period; and data are
presented as control of WTCded2 response taken as 100%.
Values are means+SEM from three separate experiments
p=<0.01).

either constitutively active Cdc42, Cdc42-GEF or
defective Cdcd2-GAP mutants (Dulartre et al., 1996;
Imai et al., 2002; Osman and Cerione, 1998). Whether
podosome appearance in V12Cdc42-expressing PAE
cells is coupled to multinucleation remains to be
determined.

Podosomes have been described in cell types that do
not form cellular junctions. Endothelial cells differ from

these as they establish several types of junctional
contacts to form a continuous endothelium. We there-
fore examined the impact of cell confluency on podo-
some formation in our model. Cells were sceded as
sparse cultures at two different densities and were
induced to form podosomes. Subsequently, the number
of cells with podosomes was assessed at different time
points. We found that, in this model, confluency did not
affect the number of cells with podosomes but in both
cases, many more cells with podosomes were seen in 72-
h cultures compared with the earlier time points (Fig. 6).

The model described herein, in which overexpression
of an active form of Cdc42 amplifies and stabilises
Cdc42-regulated processes in endothelial cells, has
allowed us to discover that endothelial cells can be
added to the extending list of cell types endowed with
the ability to form podosomes. These podosomes share
many features with podosomes described in other
models but cell behaviour associated with V12Cdc42
expression is markedly distinet from that of other
podosome-bearing cells. Numerous physiological stimu-
li such as cytokines (Gadea et al., 2004), extracellular
matrix proteins (Weston et al., 2000) or shear stress (Li
et al., 1999), all encountered in the complex environment
ol blood vessels, are well characterised regulators ol
Cdc42 activity. These data raise the possibility that
endothelial cells are susceptible to form podosomes
under certain physiological or pathological conditions;
and unravelling the functions of podosomes in endothe-
lial cells appears as a novel challenge. Podosomes, which
have also been described in vascular smooth muscle cells
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Fie, 5, V12Cdc4?2 inhibits proliferation. Established PAE cell
lines inducible for the expression of WT'Cde42, N17Cded2 or
V12Cded? were sceded on 6-well plates (100,000 cells per well)
and induced to express the transgene with PTG or left
untreated. IPTG-stimulated and control cells were detached
from the wells and counted at 24, 48, 72 and 96h after
indunction.

3 24h IPTG
E48h+ IPTG
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Percent of cells showing podosomes

subconfluent confluent

Fig. 6. Cell confluency does not influence podosome forma-
tion. V12Cdcd2 PAE cells were seeded at low (1000 cells/em?,
subconfluent) and high (~4000 cells/em?, confluent) densitics
on glass coverslips, then indnced with TPTG. Cells were fixed
and analysed for podosome formation at different time points.
Four hundred cells were counted per coverslip and the
percentage of cells presenting podosomes was calculated.
Values are means+SEM from three separate experiments.

(Hai et al., 2002), may represent an important feature of
cell types forming blood vessels. These findings open up
a new field of mvestigation in terms ol vascular biology.
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4. Quatrieme partie : La PI3K et son réle dans I'adhérence
cellulaire, fonction des podosomes.

La PI3K est impliquée dans les réarrangements de 1’actine, la formation des ruffles
suite a 1’activation par le récepteur au PDGF est sous la dépendance de la PI3K et de la
GTPase Rac. La sous-unité regulatrice P85 de la PI3K est importante dans la régulation du
cytosquelette d’actine et en particulier la partie amino terminale de P85 (Jimenez, Portela et
al. 2000; Hill, Huang et al. 2001) ; cette partie comporte le domaine BH capable d’interagir
avec Rac ou Cdc42. De plus, un lien est établi entre la sous-unité P85 et Cdc42 pour la
formation des ruffles aprés stimulation au PDGF. La présence de la sous-unité P85a dans les
podosomes a été décrite dans le modele des ostéoclastes (Lakkakorpi, Wesolowski et al.
1997).

Ces données nous ont incités a étudier la PI3K et ses sous-unités régulatrices P85 lors de la

formation des podosomes dans le modele PAEV12Cdc42.
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(1) Etude du role de la PI3K dans la formation et la
fonction des podosomes

(a) Localisation de la PI3K au niveau des podosomes
J’ai analysé la localisation cellulaire de la PI3K. Nous avons ¢tudié la localisation de la sous-
unité¢ P85 (isoforme alpha et beta) ainsi que la localisation de la sous-unité régulatrice P110

alpha dans le modele PAEV12Cdc42.

e Marquage de P110 alpha dans les PAEV12Cdc42
La sous-unité catalytique P110a a une localisation cytosolique avec une accumulation au
niveau de « ruffles », on peut la détecter aussi le long des fibres de stress. Aprés formation des

podosomes par 1’ajout d’IPTG, P110 va étre détectée au niveau des podosomes (Figure 34).

e Localisation des sous-unités P85 dans le modéele PAEV12Cdc42 :
L’anticorps P85 (Upstate, 06-497) est un anticorps polyclonal qui reconnait I’ensemble des
sous-unités P85. Les sous-unités P85 sont localisées au niveau du cytoplasme avec une
accumulation péri-nucléaire et aussi au niveau des ruffles membranaires. Suite a I’induction
avec I'IPTG, les cellules forment des podosomes, il y a alors relocalisation des sous-unités

P85 au niveau des podosomes comme le montre la Figure 35.
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Figure 34 Localisation de la sous-unité P110a aux podosomes dans le modéle PAEV12Cdc42.

Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine), les
protéines P110a sont détectées en vert par un marquage avec 1I’Ac anti-P110a (Upstate). Les noyaux sont
visualisé€s par un marquage par le colorant : Hoescht.
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Figure 35 Localisation des sous-unités P85 aux podosomes dans le modéle PAEV12Cdc42.

Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine), les
protéines P85 totales sont détectées en vert par un marquage avec 1’Ac anti-P85 (Upstate, 06-497). Les noyaux
sont visualisés par un marquage par le colorant : Hoescht.
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Par la suite et pour savoir quelles sous-unités étaient localisées aux podosomes, j’ai utilisé
deux anticorps anti-P85a clone U5 et anti-P85B clone T15 qui respectivement reconnaissent

spécifiquement la sous-unité P85a et P85p.

e Localisation de la sous-unité P85a dans le mode¢le PAEV12Cdc42 :
La sous-unité P85a est localisée au niveau cytosolique et aussi au niveau des « ruffles »
membranaires. Apres formation des podosomes, suite a 1’ajout d’IPTG, P85a va se relocaliser

au niveau des podosomes (Figure 36).

e Localisation de la sous-unité P85 dans le modele PAEV12Cdc42 :
La sous-unité P85 est localisée au niveau cytosolique de facon ponctiforme qui suggere une
localisation au niveau de vésicules, elle est aussi localisée faiblement au niveau des « ruffles »
membranaires. Aprés formation des podosomes, suite a I’ajout d’IPTG, P85 reste
cytosolique avec une distribution identique a la condition non induite. Il n’y a pas de re-

localisation de P85 au niveau des podosomes (Figure 37).

Il semble qu’il y est une spécificité pour la localisation des sous-unités régulatrices de
la PI3K de classe Ia au niveau des podosomes en la faveur de P85a. Néanmoins, d’apres ce
qui est décrit dans la littérature (Otsu, Hiles et al. 1991), la sous-unité P85 est beaucoup
moins exprimée que 1’isoforme alpha. De ce fait, il se peut que 1’isoforme P85 puisse étre
recrutée aux podosomes mais qu’elle ne soit pas suffisamment abondante pour qu’on puisse
I’y détecter. Afin de répondre clairement a cette question, j’ai entrepris d’analyser la

localisation des protéines exogenes HA-P85a et HA-P85p.
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Figure 36 Localisation de la sous-unité P850 aux podosomes dans le modele PAEV12Cdc42.
Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine), les
protéines P85a sont détectées en vert par un marquage avec 1’ Ac anti-P85 a (US). Les noyaux sont visualisés par

un marquage par le colorant : Hoescht.

a

Figure 37 La sous-unité P85p n’est pas localisée aux podosomes dans le modéle PAEV12Cdc42.

Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine), les
protéines P85 sont détectées en vert par un marquage avec I’Ac anti-P85f (T15). Les noyaux sont visualisés par
un marquage par le colorant : Hoescht.
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e Localisation des protéines exogenes HA-P85a et HA-P85P : conclusions sur une
spécificité de localisation des sous-unités P85 aux podosomes.

Afin de vérifier s’il y a bien une spécificité de recrutement des sous-unités P85, j’ai transfecté

des formes étiquetées avec 1’étiquette HA dans les PAEV12Cdc42. Dans ce cas apres

formation des podosomes, on peut noter que les deux isoformes HA-P85a et HA-P85P sont

recrutées aux podosomes (voir Figure 38).
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Figure 38 Recrutement des formes exogenes HA-P85a et HA-P85p aux podosomes V12cdc42. Les cellules
PAEV12Cdc42 ont été transfectées avec le plasmide codant soit pour HA-P85a soit pour HA-P85B (20 pg
d’ADN dans chaque cas). 12 heures aprés la transfection, les cellules sont stimulées avec I’IPTG pendant 24h
puis fixées. Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine),
les protéines étiquettées avec 1’hémagglutinine sont détectées en vert par un marquage avec I’Ac anti-HA
(12C5A). Les noyaux sont visualisés par un marquage par le colorant : Hoesht.

Il n’y a donc pas de spécificité de recrutement des isoformes P85 au niveau des
podosomes. L’absence de la protéine endogeéne P85B au niveau des podosomes peut
s’expliquer par le fait que cette proteine est moins exprimée que 1’isoforme alpha et donc on

ne la détecte pas aux podosomes.
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(b) La PI3K est nécessaire a la formation des podosomes

Apres avoir montré la présence de la sous-unité régulatrice P85 et de la sous-unité
catalytique P110a au niveau des podosomes, nous nous sommes demand¢ si 1’activité de la
PI3K ¢était utile pour la formation et ou, le maintien des podosomes. Pour répondre a cette
question nous avons utilisé I’inhibiteur pharmacologique des PI3K, le Ly294002. Les cellules
ont été traitées avec le Ly294002 pendant la stimulation a I'IPTG pour répondre a la question
de I’implication de la PI3K dans la formation des podosomes. Les cellules ont aussi été
traitées suite a la stimulation a I’'IPTG (36h) afin de savoir si la PI3K était impliquée dans le
maintien des podosomes. Les résultats sont présentés dans la Figure 39. Suite a la stimulation
pendant 36h par I'IPTG, environ 80% des PAEV12Cdc42 portent des podosomes (Figure
39A2 et Figure 39B), ce chiffre tombe a prés de 30% si pendant I’induction par I'IPTG, 20uM
de Ly ont été ajoutés (Figure 39A3 et Figure 39B). Par contre on obtient toujours environ
80% de cellules portant des podosomes si 20uM de Ly (pendant 1 heure) sont ajoutés au
terme des 36h d’induction (Figure 39A4 et Figure 39B).
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Figure 39 L’inhibiteur des PI3K, Ly294002, empéche la formation des podosomes.
A) La formation des podosomes dans les PAEV12Cdc42 est induite par 'ITPG, les cellules sont fixées apres
36h. Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine). 1)
PAEV12Cdc42 non induite par 'I[PTG, 2) PAE induite 36h par I'IPTG, 3) PAE induite 36h par 'IPTG +
Ly294002 20 uM, 4) PAE induite 36h par I'IPTG puis 1h de traitement au Ly294002 20uM. B) Pourcentage de
cellules portant des podosomes en fonction des traitements, 500 cellules comptées par lamelle, les valeurs
représentent la moyenne de 3 expériences.

On peut conclure que ’activité de la PI3K est indispensable a la formation des podosomes
induit par la GTPase V12Cdc42 dans le modele des PAEV12Cdc42. A contrario, cette activité
n’est pas requise pour le maintien de ces podosomes. La PI3K inactivée par I’inhibiteur reste
associ¢e aux podosomes (voir Figure 34 et Figure 36). Je pense que la PI3K restant associée
aux podosomes, apres avoir servi a leur formation, va étre impliquée dans la fonction liée aux
podosomes.

La formation des podosomes dans ce modele cellulaire est induit pas la GTPase Cdc42 et est
dépendante de I’activité PI3K. Ceci constitue un nouveau modele ou les GTPases sont en
amont de la PI3K afin de réguler son activité. Cdc42 tout comme Rac a la possibilité de se lier
a la sous-unité P85 de la PI3K, cette interaction est-elle importante lors de la formation des

podosomes?
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(c) Mécanismes d’action de la PI3K lors de la formation
des podosomes.

(i) Localisation des domaines BH isolés et leurs
effets sur la formation des podosomes.

J’ai pu montrer que le domaine BH de P85a (mais pas P85B) peut interagir avec Cdc42
(cf. chapitre 3) ; on sait que dans le mod¢le cellulaire des PAE, les podosomes sont induits de
facon Cdc42 dépendante et PI3K dépendante. Nous avons posé 1’hypothése qu’il pourrait y
avoir un lien entre Cdc42 et la PI3K dans I’induction de la formation des podosomes. Nous
supposons que Cdc42 entrainerait la formation des podosomes par le biais d’une activation de
la PI3K. Cette activation pouvant étre une régulation spatiale ou une régulation de I’activité
catalytique de la PI3K. Dans cette hypothése, Cdc4?2 régulerait la PI3K via une interaction de

Cdc42 avec le domaine BH de la sous-unité régulatrice P85.

Afin de tester cette hypothése, nous avons surexprimé les domaines BH des isoformes P85a et
P85pB dans les PAEV12Cdc42 et nous avons recherché si ces cellules étaient toujours capables
de former des podosomes. En effet, nous supposons, dans le cadre de notre hypothese, que le
domaine BH va agir comme un inhibiteur qui empéche I’interaction entre Cdc42 et les
isoformes de P85 endogenes et qui va donc inhiber la formation des podosomes. Les résultats

sont présentés dans la Figure 40.
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Figure 40 Effet des domaines BH isolés sur la formation des podosomes. Des cellules PAEV12Cdc42 ont été
transfectées soit avec la construction HA-«new»BHa soit avec HA-«new»BHp. 12 heures apres la transfection,
les cellules sont stimulées avec I’IPTG pendant 24h puis fixées. Les podosomes sont visualisés par un marquage
fluorescent de la F-actine (Rhodamine-phalloidine), les protéines étiquetées avec 1’hémagglutinine sont détectées
en vert par un marquage avec 1I’Ac anti-HA (12C5A). Le diagramme représente le pourcentage de cellules
portant des podosomes parmi les cellules transfectées (HA-«new»BHa ou HA-«new»BHp) ramené au contrdle.

Les domaines BH sont incapables d’inhiber de fagon significative la formation des
podosomes induite par Cdc42 sous sa forme active.
Pour expliquer ce résultat, on peut tout d’abord imaginer que la formation des podosomes
induite par Cdc42 et dépendante de la PI3K n’est pas dépendante d’une interaction entre
Cdc42 et le domaine BH de P85, ou alors, on peut penser que la quantité de protéines BH
exprimées dans la cellule n’est pas suffisante pour inhiber la formation des podosomes.
En effet, pour former les podosomes, il est nécessaire de surexprimer la protéine Cdc4?2 ; le
systeme utilisé¢ passe par une induction via 'IPTG. Il est possible qu’il existe un seuil, en
quantité¢ de protéines Cdc42 actives, qu’il est nécessaire d’atteindre pour former des
podosomes et que dans nos conditions nous soyons bien au dela de ce seuil. Peut-&tre que le
domaine BH inhibe une partie de I’effet de Cdc42 mais malgré cela nous sommes toujours au
dessus du seuil nécessaire a la formation des podosomes.
Il serait peut-étre intéressant de déterminer ce seuil et dans ces conditions de tester a nouveau

I’effet que peut avoir les domaines BH sur la formation des podosomes.
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(i1) Etude de la localisation des mutants p85
délétés du domaine BH aux podosomes.

Jai recherché si le domaine BH était nécessaire a la localisation de la sous-unité¢ P85. La
protéine Cdc42 localise aux podosomes, j’ai supposé que Cdc42 pourrait permettre la
localisation de la PI3K aux podosomes via son interaction avec le domaine BH de P85. On
peut noter que les formes mutées ou le domaine BH est absent HA-P8S5ABHa et HA-
P85SABHP sont localisées aux podosomes (voir Figure 41). Le domaine BH n’est pas

nécessaire a la localisation de P85 aux podosomes.
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Figure 41 Recrutement des formes exogénes HA-PS8SABHo et HA-PS8SABHP aux podosomes V12cdc42.
Les cellules PAEV12Cdc42 ont été transfectées avec le plasmide codant soit pour HA-P85ABHa soit pour HA-
PS8SABHP (20 pg d’ADN dans chaque cas). 12 heures apres la transfection, les cellules sont stimulées avec
I’'IPTG pendant 24h puis fixées. Les podosomes sont visualisés par un marquage fluorescent de la F-actine
(Rhodamine-phalloidine), les protéines étiquettées avec 1’hémagglutinine sont détectées en vert par un marquage
avec I’Ac anti-HA (12C5A). Les noyaux sont visualisés par un marquage par le colorant : Hoesht.
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(2) Discussion sur le role de la PI3K dans la formation
des podosomes.

Ce travail a permis de montrer I’importance de la PI3K dans la formation d’une
structure d’adhérence que sont les podosomes dans le modele endothélial les PAEV12Cdc42.
La formation des podosomes constitue également un nouveau modele d’étude de régulation

de la PI3K par les GTPases dans ce cas, la protéine Cdc42.

e Role de la PI3K dans la formation des podosomes :

La GTPase Cdc42 pourrait permettre de créer avec la PI3K les sites d’initiation des
podosomes. Il a été¢ montré que Cdc42 pouvait permettre I’activation de la PI3K et
ceci induisait une accumulation de PIP3 aux membranes a certains sites précis
(Srinivasan, Wang et al. 2003). Aussi Cdc42 est localisée aux podosomes. Cdc42
pourrait recruter la PI3K et ’activer ; des domaines membranaires enrichis en PIP3
constitueraient les futurs podosomes. Pour appuyer cette hypothese, il a été montré
que les PIP3 permettent de recruter la gelsoline (Chellaiah, Biswas et al. 2001). La
gelsoline est une protéine localisée aux podosomes (Moreau, Tatin et al. 2006). Ainsi
recrutée la gelsoline va favoriser le processus d’élongation des filaments d’actine
(Chellaiah and Hruska 1996). Ceci permettrait alors la formation de I’anneau d’actine

caractéristique des podosomes.

e Régulation de la PI3K et Cdc4?2 :

La formation des podosomes dans les cellules PAEV12Cdc42 est dépendante de la
PI3K. Nous montrons que la formation des podosomes dans les cellules PAE constitue
un nouveau modele ou une GTPase, Cdc42, agit en amont de la PI3K. Dans la
littérature, il est déja décrit que Cdc42 peut directement induire ’activation de la PI3K
in vitro (Zheng, Bagrodia et al. 1994) et in vivo (Keely, Westwick et al. 1997).

Nous avons émis I’hypothése que lors de la formation des podosomes, Cdc42 pourrait
interagir avec P85 afin de recruter la PI3K ou bien de I’activer. Dans le cadre de cette
hypothése, nous nous sommes donc naturellement demandé si le domaine BH de la
sous-unité P85 permettait de faire le lien entre la PI3K et Cdc42.

D’une part, j’ai pu montrer que les mutants P85, dépourvus du domaine BH, pouvaient
toujours étre recrutés aux podosomes. Ce résultat suggere que Cdc42 ne serait pas

directement nécessaire au recrutement de la PI3K via son interaction avec P85.
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D’autre part, j’ai testé si les domaines BH isolés pouvaient étre des inhibiteurs de la
formation des podosomes induite par Cdc42 ; j’ai montré que [’utilisation de ces
domaines n’entrainait pas d’inhibition significative ; ces deux résultats suggerent que
le domaine BH et donc I'interaction Cdc42-P85 ne serait pas indispensable dans le
processus de formation des podosomes.

Cependant, pour étre affirmatif, il serait nécessaire d’appréhender le probléme par une
nouvelle approche et I'utilisation des ARN interférents pourrait étre une solution.
Seuls les isoformes les plus longs, P85a et P85, portent une partie amino terminale
supplémentaire contenant entre autre le domaine BH. En « éteignant » 1’expression de
ces deux isoformes nous pourrions vérifier que les isoformes les plus courts, P50a,
P55a et P55y, sont incapables de complémenter la fonction de P85a et P85 pour la
formation des podosomes et ainsi nous pourrions montrer que la partie amino
terminale est cruciale pour ces événements. Pour démontrer que le domaine BH est
indispensble lors de la formation des podosomes suite a 1’activation par Cdc42, je
vérifierais que la transfection d’une construction PSSABH est incapable de restaurer la
formation des podosomes, dans des cellules ou I’expression P85a et P85 est inhibée
par ARN interférents. Par cette technique d’ARN interférents, nous pourrions ainsi
vérifier s’il existe une spécificité entre 1’isoforme P85a et P85 pour la formation des

podosomes.
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5. Cinquiéme Partie : PI3K, étude d’un nouveau mécanisme
de régulation.

Ce cours chapitre traite de la possibilité d’une régulation de la PI3K par le biais d’une
homodimérisation de la sous-unité¢ P85. En effet, il a été montré que 1’isoforme P85a est
capable de s’homodimériser in-vitro (Harpur, Layton et al. 1999). Cette homodimérisation,
encore jamais démontré in-vivo, ferait intervenir, entre autres, une interaction entre les
domaines BH. Dans ce chapitre, je fais la synthése des expériences mises en ceuvre pour

tenter d’établir 1’existence de la dimérisation des sous-unités P85.
Afin d’étudier les interactions entre les isoformes P85, j’ai réalisé deux types d’approches : la

réalisation de gels non dénaturants puis I’utilisation de la technique de spectrométrie de

Masse.
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a) Gels non dénaturants
Cette approche de gels non dénaturants permet de conserver les interactions lors de

I’électrophorese des protéines. J’ai ainsi pu rechercher si les isoformes de P85 pouvaient

former des complexes.

(1) Les domaines BH isolés forment des homodimeéres
Dans un premier temps, je me suis intéressé¢ aux domaines BH isolés. L’article de Aisla

Harpur, (Harpur, Layton et al. 1999), a montré que I’isoforme P850 peut s’homodimériser.
Cette homodimérisation passe par les domaines SH3 et les boites riches en proline, mais
aussi, par une interaction entre les domaines BH.

Par I’approche des gels non dénaturants, j’ai essayé de valider I’interaction BHa -BHa pour
I’isoforme P85a et j’ai également cherché si le domaine BH de P85f, tres différent de

I’isoforme P85a, pouvait lui aussi s’homodimériser.

Les tests d’homodimérisation ont été réalisés avec des protéines chimériques GST-BHa ou
GST-BHS. Les protéines ont été exprimées chez la bactérie £.Coli et la purification de ces
protéines a été réalisée selon le protocole décrit dans le chapitre résultats. Les protéines, apres

purification sur billes, ont été éluées puis dialysées (voir Matériel et Méthodes).

L’équivalent de 10 pg de protéines (concentration de 1 pg/ul) a été incubé dans du PBS, 5
min a température ambiante. Les protéines sont alors reprises dans du tampon de charge non
dénaturant et déposées sur un gel d’acrylamide non dénaturant. Les protéines sont ensuite
détectées soit par coloration du gel avec le bleu de Coomassie, soit par Western-Blot, apres

transfert sur membrane de PVDF. Les résultats sont présentés dans la Figure 42 et la Figure

43.

On peut observer dans la piste GST-BHa, ainsi que dans la piste GST-BHp (voir Figure 42) la
présence de deux bandes majoritaires. Ces bandes pourraient correspondre a un monomere de
GST-BHa (marqué o sur la figure) et 2 un dimére de GST-BHa (marqué o sur la figure), de
méme pour GST-BHp.
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Figure 42 GELS NON DENATURANTS, les échantillons ont été déposés sur un gel d’acrylamide 10%.
L’équivalent de 10pug de protéines a été déposé par puits. Les pistes « GST-BHa et GST-BHp » correspondent a

un mélange de ces deux protéines avant migration.

Remarque : Les marqueurs de poids moléculaire n’ont été ajoutés ici que comme témoin de
migration, en aucuns cas on ne peut se référer a ceux-ci pour estimer des poids moléculaires

apparents.

L’identité des bandes observée par coloration au bleu de Coomassie a été cherchée par
western-blot (Voir Figure 43). L’utilisation de ’anticorps anti-P85a U5 détecte de manicre
spécifique les deux bandes majoritaires vues en bleu de Coomassie. De méme, I’anticorps
anti-P85B T15 détecte de manicre spécifique les deux bandes majoritaires dans les pistes

GST-BHB.
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Figure 43 GELS NON DENATURANTS. Western-Blot. L’équivalent de 10ug de protéines a été déposé par

puits. Les pistes « GST-BHa et GST-BHp » correspondent a un mélange de ces deux protéines avant migration.

Par ces expériences de gels non dénaturants, j’ai pu montrer que les protéines GST-
BHa et GST-BHp pouvaient former des multimeres. D’apres le profil de migration et aussi
d’apres la littérature (Musacchio, Cantley et al. 1996; Harpur, Layton et al. 1999), il semble
que I’on soit en présence d’un dimere de GST-BHa et d’un dimere de GST-BHp.
La question d’un hétérodimeére GST-BHa-GST-BHf reste a discuter, en effet dans la
condition «GST-BHa + GST-BHp», on peut percevoir une bande de faible intensité qui
s’intercale entre les homodimeres de chaque espece (Figure 42). Cette bande pourrait
correspondre a un hétérodimere. Dans ces expériences, je n’ai pas été en mesure d’obtenir une
meilleure résolution pour visualiser cette bande. Je ne peux donc pas conclure définitivement
sur son identité et donc sur I’existence d’un hétérodimere GST-BHa-GST-BH].
Dans cette expérience il manque le contrdle indispensable que serait la GST nous permettant
d’exclure que la dimérisation passe par la GST. J’ai tout de méme un début de réponse mais
qui ne saurait combler I’absence de ce controle. Si on pense que la dimérisation est induite par
la GST et non par les constructions elles-méme, nous devrions dans le cas ou 1’on mélange
GST-BHa et GST-BH trouver une distribution équimolaire des diméres (GST-BHa)?, (GST-
BHB)2 et de I’hétérodimere (GST-BHa-GST-BHp). Si I’on regarde le coomassie (Figure 42)
on détecte une bande qui pourrait correspondre a 1’hétérodimere néanmoins si 1’on observe le
western-blot (Figure 42) I’hétérodimere n’est pas ou trés peu détectable, donc cette espeéce
doit étre sous représentée par rapport aux homodimeres. C’est pour cela que je pense que la

dimérisation n’est pas dépendante de la GST.
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(2) Test de dimérisation sur protéine entiére
Des expériences de méme type ont été réalisées afin de savoir si les protéines entieres

pouvaient s’homodimériser. Dans ces expériences, j’ai donc recherché si les différentes
protéines : GST-P85a (G35), GST-P850aABH (G36) et GST-BHa (comme témoin de
dimérisation) pouvaient former des homodimeres.

Les protéines natives ont été déposées sur des gels d’acrylamide (8%) non dénaturants et de
grande taille afin d’augmenter la résolution de séparation. Malgré plusieurs essais, je n’ai pas
¢té en mesure de détecter les protéines GST-P85a (G35), GST-P85aABH (G36), ces dernieres
semblaient bloquées au niveau de la transition gel de concentration-gel de séparation.
(Résultats non présentés). Les protéines GST-P85a (G35), GST-P85aABH (G36) ont un poids
moléculaire important (respectivement 110 et 89 kda), il faudrait surement adapter la

technique pour de tels poids moléculaire afin d’obtenir un résultat.
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b) Spectrométrie de Masse
Pour confirmer 1’identité des bandes détectées suite a la coloration au bleu de

Coomassie et au western-blot, nous avons entrepris de réaliser une analyse par spectrométrie

de masse.

J’ai réalisé ce travail en collaboration avec I’équipe de J.M. SCHMITTER (Laboratoire de
Spectrométrie de Masse des Macromolécules Biologiques, IECB, Bordeaux, France). Pour
faire ce travail, nous nous sommes placés dans les conditions similaires a celles utilisées pour
faire les gels non dénaturants, avec davantage de matériel (50 pg de protéines). Les bandes
supposées €étre les monomeres et dimeres (voir Figure 42) ont été découpées du gel et apres
digestion par la trypsine, les peptides générés ont été analysé par spectrométrie de masse.

Les spectres obtenus apres analyse ont été¢ comparés a un profil théorique de peptides
digéré par la trypsine. (Les profils de digestion théorique par la trypsine ont été¢ obtenus a
partir du programme : MS-Digest © Copyright (1997.2006) The Regents of the University of
California). L’analyse des pics dans le spectre de masse correspondant au monomere présumé
de GST-BHa, contient des spectres qui correspondent au profil théorique de digestion de la
protéine GST-BHa. (voir Figure 44). Le spectre du dimére présumé (ou multimere) GST-BHa
a été comparé a celui du monomere, ces deux spectres comportent des pics identiques ce qui
signifie que ceux sont les mémes protéines dans ces deux bandes c'est-a-dire de la protéine

GST-BHo.

L’analyse des spectres pour GST-BHp (voir Figure 45), nous a conduit a affirmer que
le monomere correspond bien a la protéine GST-BHp et surtout que le supposé dimere (ou

multimere) correspond effectivement a la protéine GST-BHp.

Par cette technique, nous n’avons pas pu analyser le probable hétérodimere GST-BHa-
GST-BHp ; la bande représentant «GST-BHa-GST-BHP» n’était pas assez abondante pour
envisager une analyse par spectrométrie de masse. L’autre point trés critique, est que cette
bande était cernée par les 2 homodimeres, prélever cette bande aurait été risqué car j’aurais pu

contaminer mon échantillon et donc fausser mon analyse.
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Figure 44 Le domaine BHa est capable de s’homodimériser. Comparaison des spectres de masse obtenus a
partir de I’espéce monomerique et de I’espéce dimérique. Le tableau représente un profil de digestion théorique
par la trypsine.
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¢) Conclusions sur I’étude de la dimérisation de P85

Par ces approches de gels non dénaturants et par la suite par 1’utilisation de la
technique de spectrométrie de masse, j’ai pu mettre en évidence que les domaines BH isolés
issus de P85a et P85P pouvaient s’homodimériser. D’une part ceci m’a permis de montrer que
les domaines isolés étaient fonctionnels puisque capables de s’homodimériser. Il reste a
confirmer ces résultats sur protéines enticres, les résultats n’étant pas convaincants dans les
expériences préliminaires, il sera nécessaire d’adapter la technique pour des protéines de haut

poids moléculaire.

L’étape suivante dans la recherche du réle de ces homodimérisations sera de pouvoir
mettre en évidence cette homodimérisation dans la cellule. Ceci pourra étre résolu par
I’utilisation de la technique de FRET ("Fluorescence Resonance Energy Transfer") par
exemple. L’appréhension du réle physiologique pourra étre envisagée par 1’utilisation des
domaines BH isolés ; par leur surexpression dans la cellule, il devrait étre possible de bloquer

la formation des dimeres de P85.
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E. Conclusion Générale

1. Caractérisation de la voie d’activation d’Akt par Rac

Dans les deux premiers chapitres du manuscrit, j’ai décris la caractérisation d’une
nouvelle voie d’activation de la protéine Akt qui se fait en réponse a la surexpression d’une
forme active de la GTPase Rac (L61Rac ou bien V12Rac). Montrée pour la premiére fois
dans un mod¢le de cellules hématopoiétiques (cellules Jurkat), cette voie nommée « R-P-A »
a ¢été¢ mise en évidence dans d’autres types cellulaires, qu’ils soient hématopoictiques ou non.
Nous avons fait I’observation que les cellules des différents types cellulaires capables
d’activer cette voie avaient comme point commun de se trouver dans un état « Non
Adhérent » ; seules les cellules dites Adhérentes étaient incapables d’activer la voie « R-P-
A ». Nous avons par la suite pu établir que c’était le statut Adhérent qui était le facteur
inhibiteur de cette voie. Afin de démontrer cela, nous avons utilisé¢ deux types cellulaire, les
cellules RBL-2H3 et les cellules A20, qui ont la particularité de se repartir spontanément en
deux groupes : I’'un Adhérent, 1’autre Non Adhérent. Nous montrons que seules les cellules
Non Adhérentes ont la capacité d’activer Akt suite a la surexpression de Rac activée (figure 5
de I’article et Figure 25). Pour appuyer ce résultat, nous avons également montré que dans
des cellules endothéliales, les PAE, la voie « R-P-A » normalement réprimée peut-Etre activée

des lors que I’on cultive ces cellules dans un état Non Adhérent (voir figure 5 de Particle).

Au niveau moléculaire, 1’étude de la voie « R-P-A » nous a permis de mettre en
évidence un complexe comprenant la protéine Rac sous sa forme active ainsi que la protéine
Akt. La formation de ce complexe est conditionnée par 1’activation préalable d’ Akt puisque

I’utilisation d’un inhibiteur de la PI3K, le LY294002, entraine le désassemblage du complexe.

Nous avons montré qu’en supplément de la perte du complexe Rac-Akt, I'utilisation
de I’inhibiteur des PI3K bloque totalement 1’activation d’Akt induite par Rac. Une régulation
différentielle de la PI3K entre un état Adhérent et un état Non Adhérent pourrait étre
responsable de 1’activation ou non de la voie en fonction de 1’état d’adhérence. Nous nous
sommes alors naturellement intéressés au role que pourraient exercer les régulateurs négatifs
de I’activité de la PI3K que sont les phosphatases PTEN et SHIP. Comme supposé, la protéine
PTEN exerce un role de modulateur de I’activation de la voie « R-P-A » en abaissant le

niveau de PIP3 cellulaire. La protéine SHIP, comme PTEN, joue également un rdle de
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modulateur ; 1’absence de SHIP permettant d’augmenter le niveau d’activation d’Akt induit
par la surexpression de Rac (voir figure 6 de 1’article). Nous avons mis en avant un autre role
plus surprenant de SHIP : L’absence de la protéine SHIP permet de lever I’inhibition de la
voie « R-P-A » exercée par I’état Adhérent. SHIP serait un inhibiteur de cette voie dans les
cellules Adhérentes. Nous avons pu montrer que SHIP se trouve majoritairement
membranaire dans les cellules Adhérentes et majoritairement cytosolique dans les cellules
Non Adhérentes ; nous pensons donc que cette différence de localisation constitue I’élément
régulant ’activation de la voie « R-P-A ». Nous aurions donc un systéme ou les structures
d’adhérence enrichies en intégrines recrutent la protéine SHIP probablement par
I’intermédiaire de I’adaptateur P130°* et cette localisation membranaire de SHIP aurait alors,
via un mécanisme encore inconnu, un effet inhibiteur sur I’activation de la voie « R-P-A ».
Une cellule naturellement Non Adhérente ou devenue Non Adhérente verrait ses structures
d’adhérence déstabilisées d’ou la relocalisation cytosolique de SHIP qui n’exercerait plus son
role inhibiteur sur la voie d’activation d’Akt par Rac. Pour démontrer cela, nous pourrions
utiliser des mutants de SHIP incapables d’interagir avec P130°*; ces mutants demeurant dans
le cytosol devraient, selon notre hypothése, ne plus exercer leur rdle inhibiteur et donc

permettre 1’activation d’ Akt par Rac dans des cellules Adhérentes.

Une autre piste explorée pour comprendre le mécanisme permettant a Rac d’activer la
protéine Akt a été d’étudier le role de la PI3K dans cette voie. L’activation d’Akt par Rac
¢étant dépendante d’une activité PI3K, nous avons supposé que la GTPase agirait en amont de
la PI3K pour I’activer et de ce fait entrainerait ’activation d’Akt. La PI3K de classe Ia est
composée d’une sous-unité catalytique P110 et d’une sous-unité régulatrice P85. Parmi les
différentes sous-unités P85, deux isoformes nous semblaient particuliérement intéressantes a
étudier : P85a et P85B. Ces isoformes portent toutes deux un domaine BH: domaine
d’interaction putatif pour les GTPases Rac et Cdc42. Nous avons montré qu’il existe une
interaction préférentielle de Rac avec le domaine BH de la protéine P85a. Par ailleurs, des
expériences préliminaires nous ont permis de montrer que Rac peut induire une
phosphorylation de P85a sur des résidus tyrosine ; de plus, dans la littérature, il est décrit que
ces phosphorylations sont associées a une activation de la PI3K Ia (Cuevas, Lu et al. 2001).
Nous pensons donc que Rac pourrait venir se fixer sur P850 et moduler son état de

phosphorylation pour activer la PI3K.
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Le rdle physiologique de cette voie reste a définir. L’activation de la protéine Akt par
Rac pourrait €tre un mécanisme permettant de compenser une diminution temporaire de
I’activation d’Akt. Les signaux permettant 1’activation d’Akt proviennent essentiellement des
structures d’adhérence ; lors d’un processus migratoire ces dernic¢res sont déstabilisées, la voie
« R-P-A » restaurerait 1’activation d’Akt lui permettant d’accomplir ses fonctions cellulaire et
d’assurer la survie cellulaire. Ceci pourrait étre un mécanisme permettant aux lymphocytes
qui oscillent, entre un état Adhérent (dans les tissus et la moelle osseuse) et un état Non
Adhérent (dans le sang et la lymphe), de résister a I’apoptose lorsqu’ils se trouvent dans leur
état Non Adhérent. En fournissant un signal anti-apoptotique, la voie « R-P-A » pourrait
induire I’inhibition de 1’anoikis dans les cellules anormalement détachées de leur support et

elle pourrait étre alors 1’'une des causes du développement métastasique de certains cancers.

Pour approfondir 1’étude de la voie d’activation d’Akt par Rac nous pourrions définir

plusieurs objectifs :

e [l serait intéressant de pouvoir mettre en évidence cette voie sans recourir a la
surexpression de Rac activée dans les cellules. Nous pourrions utiliser des
inhibiteurs de Rac pour ensuite vérifier si I’activation d’Akt est affectée par cette

inhibition.

e [l faudrait définir le role de cette voie : par exemple, permet-elle d’apporter un
signal de survie ? Pour cela, nous pourrions induire 1’apoptose en utilisant par
exemple des toxines bactériennes telles que : « staphylococcal enterotoxin type
B », « exotoxin A », la toxine cholérique,... on peut trouver d’autres toxines tels
que « F16 » (calbiochem). Dans ces conditions et apres avoir induit la voie « R-P-
A », nous pourrions observer si cette voie conduit a une protection vis a vis de

I’apoptose.

e Il nous faut par la suite répondre de la nécessité ou non de la formation du
complexe Rac-Akt pour I’activation d’Akt ; la premiere hypothése étant que Rac
active Akt en se fixant sur cette derniere. La seconde hypothése est la suivante :
Rac étant un substrat d’Akt (Kwon, Kwon et al. 2000), il serait donc naturel de

retrouver cette interaction augmentée suite a 1’activation d’Akt par Rac;
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I’interaction Rac-Akt ne serait pas une cause de I’activation d’Akt mais une
conséquence. L’utilisation de mutants de Rac ou d’Akt devenus incapables de
s’associer I'un avec I’autre pourrait nous permettre de défendre 1’une des deux
hypotheses. Si ’on peut montrer qu’un mutant de Rac ne pouvant plus se lier a
Akt permet toujours son activation, nous pourrions dire que 1’interaction n’est pas

préalable a I’activation d’ Akt.

e Pour expliquer I’activation d’ Akt par Rac, nous proposons deux modeles. Celui ou
Rac interagit avec Akt pour Dl’activer, et I’autre ou Rac activerait la PI3K
permettant la synthése de PIP3 qui vont ainsi permettre 1’activation d’Akt. Nous
avons certains arguments pour appuyer ce dernier modele mais qui ne sont pas
suffisants pour ’approuver : 1) Rac interagit avec la PI3K au travers de la sous-
unité régulatrice P85. 2) J’ai pu montrer que Rac induisait une phosphorylation sur
des résidus tyrosine de P85 ; phosphorylations décrites comme activatrice de la

PI3K. Pour éprouver ce modele, plusieurs axes d’études sont possibles :

- Premier Point : Rac active t-il la PI3K ? Nous pourrions quantifier les
niveaux de PIP3 par I’utilisation d’un anticorps reconnaissant les PIP3,
nous comparerions ainsi les niveaux d’une cellule témoin versus une
cellule surexprimant Rac actif dans laquelle la voie « R-P-A» est

activée.

- Deuxieme point : Rac active t-il la PI3K de fagon directe ou non ? Si
Rac active la PI3K nous pensons que cette activation dépend du
domaine BH porté par la protéine P85. Nous avons a notre disposition
des domaines BH isolés que nous pourrions surexprimer afin de les
utiliser comme compétiteurs de 1’interaction Rac-P85. Dans I’hypothese
d’une activation directe de la PI3K par Rac, ces domaines BH devraient
diminuer ’activation de la PI3K. D’une autre manicre, nous pourrions
éteindre I’expression d’une sous-unité¢ P85 par ARN interférents et
surexprimer une forme mutée de P85 ou le domaine BH a été tronqué.
Rac ne se fixerait plus a P85 et donc, selon notre hypothése, nous

devrions alors perdre I’activation de la PI3K et celle d’Akt.
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Troisieme point: Aprés avoir confirmé que Rac induit Ia
phosphorylation de P85, nous pourrions créer un mutant de P85 qui ne
pourrait plus étre phosphorylé. En surexprimant ce mutant aprés avoir
« éteint » la forme endogeéne, nous pourrions vérifier que Rac n’active

plus la PI3K par perte des phosphorylations activatrices.
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2. LaPI3K régule la formation des podosomes

Les chapitres 3 et 4 regroupent les travaux effectués sur une structure d’adhérence : les
podosomes et en particulier les travaux sur le réle de la PI3K dans la régulation de ces
structures. Ces travaux nous ont permis de montrer que [activité de la PI3K était
indispensable a la formation des podosomes. La génération de ces structures étant induite par
Cdc42, nous pensons que la PI3K pourrait étre régulée directement par cette GTPase. Le lien
entre Cdc42 et la PI3K serait une nouvelle fois le domaine BH de la sous-unité P85.

La régulation de la PI3K par Cdc42 reste a démontrer ; nous pourrions envisager
I’étude de cette régulation en utilisant des approches similaires a celles décrites auparavant

qui visaient a montrer que Rac pourrait activer la PI3K.
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Une vue d’ensemble de ces travaux nous permet de mettre en avant qu’il existe des
liens étroits entre les GTPases et les PI3K. Ces protéines vont réguler des processus
physiologiques identiques, de plus, ces protéines se régulent mutuellement : les GTPases
activent la PI3K et inversement la PI3K active les GTPases. Dans un premier temps, la
GTPase Ras a été montrée comme étant un activateur de la PI3K puis, dans un deuxiéme
temps, les GTPases de la famille Rho : Rac et Cdc42 ont été montré agissant en aval de la

PI3K afin de moduler son activité.

Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent que des voies induites par Rac et
Cdc42 nécessitent une activité PI3K. Nous avons ainsi deux systémes qui nous permettent
d’étudier une régulation en amont de la PI3K exercée par une GTPase.

Par ce travail de thése, nous avons posé les bases de I’étude de la régulation exercée par les
Rho GTPases sur la PI3K et dans cette régulation nous mettons en avant que la sous-
unité régulatrice P85 pourrait étre 1’élément essentiel. Le domaine BH serait alors le site par

lequel les Rho GTPases Rac et Cdc42 réguleraient la PI3K.
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Figure 47 Séquence de P85B murine. Positionnement des différents mutants. En bleu PS5BABH, en rouge

ancien BH, en jaune « new BHf».
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Tableau 2 Récapitulatif des constructions « P85 » obtenues lors de ce travail.

J’ai synthétisé sous forme de tableau I’ensemble des constructions des isoformes de la sous-

Récapitulatif de I’ensemble des constructions obtenues
unité P85
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Résumé

La régulation des mécanismes de survie cellulaire fait intervenir de nombreuses
molécules parmi lesquelles la protéine kinase Akt qui joue un réle important.
Les travaux du laboratoire ont permis de montrer qu’il existe une voie alternative de
régulation de Akt et 1'objectif de ce travail a été la caractérisation de cette voie. Dans cette
voie de signalisation la GTPase Rac active la protéine Akt par le biais de l'activité de la
Phospholnositide 3-Kinase (PI13K).
Nous avons pu montrer que l'une des particularités de cette voie de signalisation se
manifeste par le fait que 1'activation d'Akt par Rac est dépendante de I'adhérence ; en effet,
cette activation ne peut se faire que lorsque les cellules sont non adhérentes. Une seconde
particularité de cette voie est que Rac agit en amont de la PI3K. Nous nous sommes alors
intéress€s a la régulation de la PI3K au sein de cette voie et nous avons exploré la

possibilité que la GTPase Rac puisse moduler l'activité de la PI3K.

Mots clés : Phopholnositide 3-Kinase/PI3K, Anoikis, Akt, p85, Rac, Podosomes, adhérence,
Cdc42.

Several proteins are involved in promoting cells survival, among them the protein
kinase Akt has an important role.
Our works have demonstrated that there is an alternative pathway leading to Akt
activation and the aim of this work was to characterize this pathway. This alternative
pathway is activated by the small GTPase Rac in a Phospholnositide 3-Kinase-dependant
manner.
Our works have demonstrated that the activation of this signaling pathway was dependent
of the adherence status; indeed this pathway can be activated only in cells cultivated in an
anchorage-indepent manner.
We also showed that in this alternative pathway, Rac acts upstream of Phospholnositide 3-
Kinase (PI3K), so we have studied the PI3K regulation in this pathway and we think that
the small GTPase Rac could directly modulate the PI3K activity.

Key words : Phopholnositide 3-Kinase/PI3K, Anoikis, Akt, p85, Rac, Podosomes, adherence,
Cdc42.
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