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CHAPITRE 1. INTRODUCTION.

1.1. L esdifférentesvoiesd entrée dans |’ appar el endocytaire.

1.1.1. Définitions.

Au sens redreint que nous privilégierons dans cette these, I'endocytose désigne la
formation de divers types de véscules qui Sindividudisent dans le cytoplasme a patir de la
membrane plasmique. L'usage a (mdheureusement) dargi ce terme a tout | goparell
vésculare intracdlulare, que le contenu e la membrane des vésicules endocytaires primaires
pourront ensuite emprunter. En dehors de la mitose, toutes les cdlules eucaryotes captent sans
cese par endocytose des condituants solubles du milieu extracdlulaire (pinocytose) et
intériorisent par la méme occason des condituants propres de leur membrane péricdlulare
(Stenman et al., 1983); certains captent en outre des particules (phagocytose).

On digingue deux types principaux de pinocytose en fonction de la talle des
vésicules formées. La micropinocytose désigne la formation de petites vésicules d’ endocytose
de talle homogene (£ 150 nm de diametre) par invagination de la membrane plasmique et
sobserve continuellement dans tous les types cdlulaires. Ces vésicules peuvent ére ou non
tapissfes d’'un manteau de clathrine. La macropinocytose désigne au contraire la formation de
tres grosses vésicules d endocytose de talle irréguliére, pouvant ateindre pluseurs pm de
diamétre, par des évaginations membranaires a base d'actine F; cette activité et limitée a
ceatains types cdlulares ou a cetans éas (Figure 1.1). La phagocytose désigne enfin
I’ingestion de grosses particules dans des grosses vésicules gppelées phagosomes (> 05 pm
de diamétre) par des protrusons membranaires égdement a base dactine F qui les
enveloppent éroitement, et dont la talle correspond donc exactement a leur contenu. La
phagocytose est principalement le fait de cdllules spécidisées, les globules blancs.

La pinocytose et une propriété qui distingue les cdlules eucaryotes des cellules
procaryotes. Elle est en outre indispensable a la vie eucaryote. Elle intervient en effet dans (i)
I'apport de nutriments essentiels (fer, cholestérol, vitamine B12, ..., qui sont captés en
asociation avec des protéines porteuses); (ii) la régulation de la compostion (quditative) de
la membrane péricdlulaire, en modulant ains les sgnaux responsables de la prolifération et
de I'ancrage, and que la perméabilité cdlulares, et (iii) le mantien de I'homéodtase de la
surface de la membrane péricdlulaire, en compensant exactement |'gpport de condituants

membranaires ins&és par exocytose dans la membrane plasmique wuite a la sécrétion
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vésculaire. L’endocytose permet auss la reconditution rapide des vésicules synaptiques
aorés leur exocytose. La phagocytose assure la protection des organismes pluricdlulaires
contre l'invason pa divers microorganismes pathogenes (bactéries, paradtes ou
champignons) aind que I'dimination des déouris cdlulares issus de I'gpoptose et cele des
paticules inorganiques (talc, ...). Enfin, rappelons que I'endocytose est subvertie par divers
agents pathogénes (toxines, virus, bactéries, parasites ou champignons), qui I’'exploitent

comme un cheva de Troie pour pénétrer dans leurs cdllules-cibles.

Figure 1.1. Les différentes voies de la pinocytose chez les mammifér es.

micropinocytose macropinocytose

rec‘?clage ?
et régurgitation
t N

endosome
précoce

" macropinosome
endosome \‘
de transcytose o ?

endosome\
@ O tardif

endosome reservoir lysosome
apical endosomal

La micropinocytose regroupe toutes les invaginations formant des vésicules endocytaires
primaires de petite taille, représentées ici du coté basolatéral de la membrane plasmique. Elle
comprend |’endocytose dépendante de la clathrine (&), I’endocytose par des invaginations
comparables, mais indépendante de la clathrine (b), et I'individuaisation éventuelle des
cavéoles en vésicules de trés petite taille (environ 50 nm; ¢). La macropinocytose (d) débute par
des évaginations et forme des vésicules de taille tres variable. Ces voies endocytaires peuvent
coexister dans laméme cellule.



Apres micropinocytose, les condituants intériorises sont rgpidement trandférés (en
moins de 5 minutes) dans des endosomes précoces, ou Seffectue leur tri. Certains sont
recyclés a la membrane plasmique par des évagindions tubulaires trés développées, tandis
que d'autres continuent leur parcours via les vésicules de trandfert e les endosomes tardifs,
vers les lysosomes. Le recyclage e le trandert de membrane aux lysosomes sont des
processus essantidlement non SAectifs (voir Draye et al., 1988), complétés pour certains
condituants par des mécanismes dincluson ou dexcuson sdectives. La membrane des
endosomes tardifs présente des invaginaions lumindes, formant les corps multivésiculaires.
Cegst au niveau des endosomes tardifs que la voie de I'endocytose rencontre la voie de
Secrétion, qui 'y gpporte les enzymes lysosomides nouvelement synthétisées. Leur lumiére et
nettement acide (pH ~ 6) e I'on pense donc que la dégradation hydrolytique des molécules
endocytées commence a ce sade. Les lysosomes se forment a partir des endosomes tardifs.
Ce processus de converson implique le retrait de certaines proténes membranaires
specifiques des endosomes (récepteur du mannose 6-phosphate) et une acidification plus
importante. Sdlon les sysémes celulaires, les macropinosomes fusonnent ou non avec les
lysosomes. Quant aux phagosomes, ils fusonnent plus ou moins vite avec les lysosomes sdon
leur contenu. Certains condtituants endocytés évitent les lysosomes et sont sequestrés dans un
réservoir endosomid. Dans les cdlules polaisees, enfin, cetans condituants sont
Hectivement transférés d'un pdle a I'autre de la cdlule sans passage par les lysosomes @ on
parle de transcytose.

1.1.2. Modalitésdel’endocytose.

On didingue trois moddités pour I'’endocytose, suivant la specificité avec lagudle le

matérid extracdlulaire est intériorisé

1.1.2.1. Endocytose fluide.

Dans cette moddité qui ne présente aucune specificité, la cepture de solutés est trés
fable, identique pour divers traceurs, et son efficacité et drictement proportionndle a la
concentration des traceurs dans le milieu extracdlulare. L’endocytose fluide nest pas
spécifique d'une gructure particuliere, mais et au contraire le résultat de tous les types de
structures endocytaires, a |'exception des phagosomes de type 2zipper2, ou la membrane
limitante éroitement accolée a la proie ne laisse pas de place pour I'endocytose fluide. Une

éude antérieure menée au laboratoire d'accuell a clarement montré que la peroxydase de



rafort e un traceur fidele de I'endocytose fluide dans les fibroblastes lorsquelle est utilisée
a forte concentration. A des concentrations supérieures a 1 mg/ml dans le milieu d'incubetion,
la clarance de la peroxydase de rafort par des fibroblastes et en effet drictement
proportionnelle a sa concentration (Cupers et al., 1994) & est en outre identique a celle du
2|ucifer ydlow? (Tyteca et al., sous presse). De plus, la révéaion cytochimique de la
peroxydase par la diaminobenzidine polymérisée permet de mettre en évidence les gructures
endocytaires impliquées, tant en microscopie optique guen microscopie  éectronique
(Steinman et al., 1983). Dans mon travail, I'andyse biochimique de I'endocytose fluide a é&é

basée sur des mesures d accumulation et de régurgitation de la peroxydase de raifort.

1.1.2.2. Endocytose adsor ptive non spécifique.

Dans cette seconde moddité, un soluté particulier peut sadsorber sur une population
générdement dbondante de sites non spécifiques sur la membrane péicdlulaire, par
interaction de charge (traceurs cationises se fixant au glycocdix riche en protéoglycannes
aulfatés), interaction hydrophobe (déivés fluorescents des lipides membranaires) ou
interaction de type lectine (marquage des sucres membranaires). L’efficacité de la capture
d'un traceur par endocytose adsorptive dépend de I’ abondance des sites de fixation et de son
avidité pour ces stes: dle varie donc en fonction du type cdlulaire et de la nature du traceur.
La diversté des dtes de liason impliqués excut une régulation fine de I'endocytose
adsorptive. Pour un traceur donné fortement adsorbé, la contribution relative de I'endocytose
adsorptive est tres supérieure a |’endocytose fluide, jusgu’a des concentrations tres élevées ou
la saturation des Stes et atteinte. En revanche, s I'avidité de la membrane pour le traceur est
fable, la composante adsorptive de I'endocytose est tres minoritaire par rapport a la
composante fluide a concentration éevée, e peut ére dors négligée. C'est le cas pour la
peroxydase de raifort dans lesfibroblastes.

1.1.2.3. Endocytose médiée par récepteurs.

L’endocytose par récepteurs implique la liaison spécifique, genérdement de haue
afinité, de ligands bien définis a un nombre limité de copies d'un seul type de récepteur
transmembranaire, exposées a la surface cdlulare. Par convention de langage en hbiologie
cdlulaire, on utilise depuis Brown et Goldstein en 1986 le terme 2récepteur2 méme S cette
proténe n'a pas de fonction de dgndisation transmembranaire directe (par exemple les
lipoprotéines porteuses de cholestérol, ou la trandferrine porteuse de fer). Ces complexes

ligands-récepteurs se concentrent dans les puits mantedés et pénétrent dans des vésicules
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mantelées (recouvertes de clathrine). Les ligands subissent donc une double concentration: (i)
au niveau de la membrane plasmique, ou ils Sassocient a leurs récepteurs, et (i) au niveau
des puits mantelés, ou I'adaptine de type AP2 entraine la polymérisation du manteau de
cathrine a la membrane plasmique, ce qui piége ans les complexes ligands-récepteurs sur
une surface trés redtreinte de la membrane péricdlulaire, destinée a I’endocytose. Au contraire
de I’endocytose fluide, I'endocytose médiée par récepteurs est donc caractéristique d'un seul
type de vésicule endocytare primaire, les vésicules recouvertes de clathrine. L’ endocytose
liée aux récepteurs et le mécanisme le plus efficace pour la capture SHective de
macromolécules présentes en faible concentration dans le milieu extracdlulaire. Cette capture
peut en outre ére finement régulée (i) en fonction du nombre de récepteurs exprimés
(régulation de I'expresson génétique ou 2down-régulatior? par dégradetion); (i) de la
fraction exposte en surface (régulation de la trandocation entre le contingent expose et le
réservoir intracdlulaire); voire (iii) de I'&ffinité de I'interaction (dimérisation, coopéraion
positive ou négative). Dans notre travail, nous avons utilise la trandferrine marquée a I'iode

125 comme traceur de I’ endocytose médiée par récepteurs.

1.1.3. Lamicropinocytose.

Ce terme recouvre I'ensemble des vésicules endocytaires de petite talle (typiquement
inférieure a 150 nm de diametre), qui peuvent ére ai non tapissées d un manteau de clathrine,
L’individudisation des cavéoles tapissss de cavéoline en vésicules endocytares primaires de
50 nm de diamétre reste encore controversee.

1.1.3.1. Micropinocytose associée a la clathrine.

Cette voie endocytare, la mieux connue, dédgne la formation des védcules
endocytaires primaires tapissées d'un manteau de clathrine. C'est la dructure qui assure
I’endocytose médiée par récepteurs, permettant a la cellule de concentrer puis d'intérioriser de
maniere  spécifiqgue des ligands extracdlulaires tout en minimisant |'endocytose  fluide
concomitante obligée (puisgu'il n'y a pas de védcules endocytaires sans contenu). Aing,
I'efficacité d'incorporation de la trandferrine dans les fibroblastes par ce mécanisme et
d environ 100 fois supérieure par rapport a son entrée par endocytose fluide.

La micropinocytose associée a la clathrine et conditutive dans tous les types

cdlulaires, de I'amibe et de la levure a I'homme. Les puits mantelés de clahrine (2coated

pits?) occupent environ 2 % de la surface de la membrane plasmique. La durée de vie de ces
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invaginations e courte dans la minute qui suit leur formation, dles se détachent par
épincement pour donner naissance a des vésicules recouvertes d'un manteau de clathrine
(2dathrin-coated vesicles?). Trés rapidement, ces vésicules perdent leur manteau et sont aors
capables de fusonner avec les endosomes précoces. On a estimé que chez les fibroblastes
Rat-1, I'équivdent de la surface de la cdlule peut ére intériorisée en une teure (Draye et al.,
1988). De plus, Brown et Goldstein ont caculé que les récepteurs LDL subissent dans ces
cdlules environ 10 cycles d'intériorisation et de recyclage par heure et que leur demi-vie tres
longue leur permet d'effectuer jusgua 1000 cycles avant d'ére dégradés (Brown et
Goldstein, 1986).

Pluseurs proténes de la membrane plasmique sont impliquées dans la machinerie
endocytaire des puits mantdés, tes que |'adaptateur AP2 e ses partenaires directs
(amphiphysine, epsl5, epsne) ou indirects (dynamine, synaptojanine, ...; Mash et
McMahon, 1999). L’adaptine AP2 reconnait les motifs di-leucine ou Y-x-x-f (2tyrodne-
based motif2, ou x et non spécifié et f et un résdu hydrophobe de grande taille) dans le
domaine cytoplasmique des protéines rapidement endocytées et assure and  leur
concentration dans les puits endocytaires. Pour le récepteur de la trandferine, le motif
d endocytose et Y TRF (Trowbridge et al., 1993).

1.1.3.2. Micropinocytose non associée a la clathrine,

La cdahrine nex toutefois pas indigpensble a la micropinocytose. En effet, chez
Saccharomyces cerevisiae, la déétion du gene de la chaine lourde de la clathrine ne provoque
gu'une diminution partielle (d’environ 50 %) de I'accumulation endocytaire de la phéromone
(facteur a) médiée par son récepteur e d'un traceur de I'endocytose fluide (le 2lucfer
ydlow?; Payne et Schekman, 1985). De méme, dans les cdlules de mammiferes, |'inhibition
de la fonction de la clahrine par des perturbations contrblées, qui bloguent soit son
assemblage en manteau sur la membrane plasmique (dépléion potassique: Heuser e
Anderson, 1989; milieu hypertonique : Daukas et Zigmond, 1985), soit I'épincement des puits
mantelés (acidification du cytosol : Sandvig et van Deurs, 1991; Lamaze et Schmid, 1995) re
permet pas de bloquer complétement |’endocytose, en particulier de toxines. Les vésicules qui
s forment en I'absence d’'un bon fonctionnement de la cdlahrine transferent égdement leur
contenu aux endosomes, puis aux lysosomes (Hansen et al., 1993).

Une andyse quantitative rigoureuse, menée au laboratoire daccuell sur des
fibroblastes fodaux de ra, a montré que la déplétion potassque e I'incubation en milieu

hypertonique, qui rdentissent d’environ 10 fois I'endocytose du récepteur de la transferrine,
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n'inhibent pas du tout I'endocytose fluide ou I'endocytose de membrane, mesurées a des
intervalles courts ou gprés correction pour un effet sur le recyclagelrégurgitation (Cupers et
al., 1994). Cette observation confirme que la polymérisation de la clathrine e bien
indigpensable pour la concentration des complexes ligands-récepteurs dans les puits mantelés
puis leur endocytose Sdective, e démontre qu'une machinerie digincte de la clathrine peut
auffire @ un flux endocytare normd. Il Nest cependat pas encore clar S cette voie et
conditutive ou induite par des manipulaions expéimentdes (Damke et al., 1995). Le

mécanisme de I’ endocytose indépendante de la clathrine reste a ducider.

1.1.4. Unrdledescaveéolesdans |’ endocytose ?

Une forme paticuliere d endocytose indépendante de la clathrine pourrait impliquer
les cavédles. Il Sagit dinvaginaions membranaires de trés petite taille (50 nm de diametre)
recouvertes sur leur face cytoplasmique par un manteau spirdé formé de la polymérisgtion de
cavéoline. Cette protéine est capable de Sinsérer profondément dans la membrane e dy
dabiliser des microdomaines riches en cholestérol. L’existence des cavéoles a éé initidement
observée dans les cdlules endothdlides, les adipocytes et les cdlules musculaires lisses, mas
on les trouve dans presgque toutes les cdlules, hormis les lymphocytes. La purification des
cavéoles couplée a I'immunocytochimie a montré qu'eles sont enrichies en cholestérol, en
glycdlipides telle que la sphingomyédine e en proténes ancrées a la membrane par un lien
glycosylphosphatidylinositol (GP1) tels que le récepteur de I'acide folique et la phosphatase
dcdine placentaire. Le cholestérol est nécessaire a la formation des cavéoles. En effet, leur
fonction est inhibée par la déplétion en cholestérol ou par le tratement a la filiping qui le
complexe (Schnitzer et al., 1994). Les cavéoles sont caractérisées par leur insolubilité dans le
triton X-100 a 4°C e leur trés légere dendté en gradient de flottation. Plusieurs molécules
impliquées dans la sgndistion cdlulare co-purifient avec les cavéoles, y compris des
récepteurs couplés aux protéines G, des molécules impliquées dans la régulation du cacium
cytosolique, la NO synthase, et divers intermédiaires dans la voie des tyrosne-kinases et des
MAP-kinases. Ceci suggére que ces structures participent a la transduction de signaux a partir
de lasurface cdlulare.

Le rble des cavéoles dans I’ endocytose reste incertain. Initidlement, ces structures ont
éé impliguées dans le trangport de solutés a travers les cdlules endothélides, le phénomene
de transcytose (Mdlman et al., 1996). Toutefois, il n'est pas clar S les cavéoles fusionnent

smplement entre dles pour former les canaux transendothdliaux (Frokjaer-Jensen, 1980), ou
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S des véscules autonomes se forment a partir des cavéoles. Cette didinction n'est pas
académique, car le bourgeonnement vésiculare nécessite toute une machinerie moléculare,
dont I association aux cavéoles n'a pas été établie.

On sait depuis longtemps que la toxine du choléra se lie a des glycolipides
membranaires, se concentre dans les cavéoles e se retrouve ensuite dans les endosomes
(Montesano et al., 1982). Toutefois, cette toxine n'est pas exclue des puits manteés et la
nature exacte de leur porte d entrée reste donc a darifier. Dans un systéme acdlulaire, Gilbert
et collaborateurs (1999) ont récemment montré que des Sructures enrichies en toxine du
choléra pouvaient sindividudiser dans des structures Séparables physiquement, et que cette
population vésculare ressemblait aux cavéoles. Toutefois, la démondration directe de la
formation de vésicules contenant la toxine du choléra a partir des cavéoles dans les cdlules

intactes reste a apporter.

1.1.5. Laphagocytose.

Chez les protozoares, la phagocytose est une forme ddimentation. Les grosses
particules organiques finissent dans les lysosomes ou eles sont dégradées et les produits de
cette dégradation sont transférés dans le cytosol ou ils sont réutilisés par la cdlule. Lorsque
des amibes sont cultivées dans un milieu riche en bactéries la phagocytose suffit a leur
dimentation. Chez les mammiféeres, on trouve des cdlules phagocytaires professonndles: les
monocytesmacrophages, and que les neutrophiles. Non seulement ces celules diminent les
microorganismes pathogénes (bactéries, champignons, protozoaires) mais assurent égdement
la présentation des antigenes dérivés, ce qui simule la réponse immunitaire. D’autres types
cdlulaires ont égdement la capacité de phagocyter des particules: c'est le cas des cdlules
épithdlides de la thyroide et de la vesse, qui peuvent phagocyter des érythrocytes in vivo
(Aderem et Underhill, 1999).

La phagocytose et indépendante de la clathrine e nécesdite la polymérisation du
cytosquelette d'actine. Il Sagit d'un processus tres rapide, qui dépend de I'énergie et et abali
a base température (Cohn e Steinman, 1982). Les phagosomes subissent une s&rie
d événements de fuson & de fisson avec des vésicules gppatenant a I'appareil endocytaire
(endosomes et lysosomes). Cette maturation nécessite auss |'association avec le cytosquelette
dactine e les microtubules (Allen et Aderem, 1996). Divers organismes peuvent influencer

leur propre destinée, en modifiant la vitesse de maturation des phagosomes.
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La phagocytose débute par I'interaction de récepteurs spécifiques sur la membrane
du phagocyte avec un ligand reconnu sur la partticule a phagocyter. Ce phénomene nécessite
donc la trangmisson de dgnaux au dépat de la surface cdlulare Pluseurs types de
récepteurs cdlulaires peuvent conduire a la phagocytose. Chez les phagocytes professonnels,
on trouve principdement des récepteurs pour le domaine Fc des immunoglobulines de la
classe G et E (FcgR et FceR; Slvergten et al., 1977 ; Crowley et al., 1997) et pour la protéine
C3 du complément, qui se fixe aux complexes antigénes-anticorps (C3R; Allen e Aderem,
1996; Aderem et Underhill, 1999). Ces deux types de récepteurs sont auss appelés récepteurs
d opsonines. Les macrophages expriment en outre un troiséme type appelé récepteur éooueur
(2scavenger receptorz ou SR-A). Apres avoir lié le lipopolysaccharide (LPS) des bactéries
Gram négdif, ce récepteur induit égdement des dgnaux intracdlulaires, qui  entrainent
I'activation des macrophages et la production des médiateurs inflammatoires (Haworth et al.,
1997).

La sgndisation de la phagocytose conduit a la polymérisation de I'actine au dte de
contact. Le mode d'intériorisation dépend du type de récepteur impliqué. Le FcgR gimule la
formation de pseudopodes qui enveloppent la particule et fusionnent a leur extrémité pour
former un phagosome (modde de la femeture éclar par lamelles externes, ou 2zipper
externe?; Figure 1.2). Le C3R induit au contraire la pénétration directe ou 2zipper interne2.
Enfin, chez les mammiféres, une forme particuliere de phagocytose et simulée dans des
cdlules épithdlides, qui ne phagocytent normaement pas, par cetaines bactéries
entéropathogenes telles que Salmonella et Shigella, conduisant a leur séquestration dans des
2yésicules gpacieuses®  (modde induit : 2trigger model2; Alpuche-Aranda et al., 1994). La
transfection de lignées cdlulares non phagocytares avec des vecteurs dexpresson pour
FcgR ou C3R rendent ces cellules compétentes pour la phagocytose de type 2zipper2. Ceci
suggere que ces récepteurs jouent essentidlement un réle de dgndisgion dans le
déclenchement du processus et que la machinerie qui I'accomplit et présente au départ dans
toutes les celules (Aderem et Underhill, 1999). Cette machinerie serait directement stimulée
par Salmonella et Shigella, lors de la phagocytose de type 2trigger?.
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Figure 1.2. Différence entre la phagocytose de particules opsonisées par des |G et par le
complément.

Formation de phagosomes contenant des particules opsonisées par des 1gG (A) ou par le
complément (B), éudiée en micrographie éectronique a transmisson chez les macrophages
péritonéaux. Ces figures soulignent la différence de signdisation par le FcgR, provoquant

I’évaginaion de lamelles enveloppant les particules, ou par C3R, qui 2aspire? la particule dans la
celule. Les barresindiquent 1 um. (Reproduit de Allen et Aderem, 1996).

Quatre éapes sont nécessaires pour la phagocytose d'une particule par le mécanisme
2zipper2: (i) la liason de la paticule a la surface du macrophage; (i) I'amorce d'un contact
plus éroit avec des protrusons membranaires naissantes a la base de la paticule, gppelées
2coiffe phagocytaire initide?; cette étape est ndépendante de I'actine; (iii) I'extendon de ces
protrusons membranaires qui enveloppent la paticule, ce qui dépend de I'actine mais et
indépendant de la phogpho-inogtide 3-kinase (PI3K); et enfin (iv) la fuson de la membrane
au sommet de ces prolongements, ce qui enferme le contenu en un phagosome autonome;
cette éape nécessite auss un remodelage de I'actine et, pour les grosses particules, dépend de
laPI3K (Figure 1.3).

L’'implication de pluseurs types de récepteurs, qui peuvent co-exiser dans la méme
celule, et le déclenchement de cascades de sgndisation différentes sdon les types cdlulaires,
rend la régulation de la phagocytose particulierement complexe, son éude difficile, et la
générdisation d'un systeme celulare a I'autre hasardeuse. Nous résumerons ici brievement
les observations suggérant I’intervention des deux oncogenes +Src et de K-Ras, de phospho-
inogitide kinases, de phospholipases, du calcium, de petites GTPases (Racl et Cdc42; ARF6)
et de diverses protéines régulatrices de l'actine qui seront déalllées plus loin dans

I'introduction. Ce survol se limitera a introduire les notions essentidles; I'exposé développé
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de ces différents acteurs probables de la macropinocytose sera fait dans les sections suivantes
deI'introduction

Figure 1.3. Intériorisation de particules opsonisées par le FcgR.

-

récepteur Fc

bactene

phagocyte

1. attachement 2. coiffe phagocytaire 3. extension deslamelles 4, fusion apicale
pr écoce

Ce schémaiillustre les différentes étapes d' intériorisation d’ une particule opsonisée par le FcgR
selon le 2zipper modeR, (xxx = actine). (Adapté d’ aprés May et Machesky, 2001).

Lors de la phagocytose médiée par les FcgRs, des membres de la famille Src sont
impliqués dans la phogphorylation du motif ITAM  (2lmmunoreceptor  Tyrosne-based
Activation Matif2). Les 2knock-out2 smples de certains membres de la famille Src (vide
infra), Src (Src™) ou de Hek (Hek™) nont pas o effet sur ce type de phagocytose, mais le
triple 2knock-outz Hek”, Fgr”™ et Lyn” la bloque complétement (May et Machesky, 2001). La
tyrosne-kinase p72¥* est activée par recrutement de ses deux domaines SH2 sur le motif
ITAM phosphorylé, ce qui transmet la dgndisation vers le remoddage du cytosquelette
d actine. Toutefois, S la phosphorylation en tyrosine des FcgRs actives est nécessaire chez les
macrophages, elle nel’ est pas chez les neutrophiles.

Chez les monocytes THP-1, I'expresson d’'un 2dominant-négatif?2 de H-Ras n'inhibe
pas la phagocytose médiée par le FcgR. En revanche, I’homologue de H-Ras chez
Dictyostelium, RasS, est nécessaire a la phagocytose. Une autre GTPase, Rapl, gimule la
phagocytose chez Dictyostelium mas se dStue en ava de la PLC dans la cascade de
sgndisaion (Seastone et al., 1999). L’homologue de Rapl chez les mammiféres est
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égdement enrichi dans les phagosomes formeés aprés ingestion de particules opsonisées par le
complément (Caron et al., 2000).

La phospho-inodtide kinase la plus souvent impliqguée dans la dimulaion de la
phagocytose et la phospho-inogtide 3-kinase (PI3K). Plusieurs auteurs ont rapporté que la
PI3K est activée par le FcgR et est nécessaire a I’ extension des pseudopodes qui envel oppent
les particules dont la talle dépasse 2 um de diamétre (Cox et al., 1999), ains que pour la
fermeture des phagosomes formés autour des érythrocytes opsonisés (Araki et al., 1996).
Toutefois, la PI3K n'est pas nécessaire a la phagocytose des particules de petite taille (< 2
mm: Cox et al., 1999) ni a la phagocytose chez Dictyostelium (Seastone et al., 1999).
Récemment, la phospho-inogtide 4P 5-kinase la a égdement é@é impliquée dans la régulation
de la phagocytose médiée par le FcgR. Son produit, le Ptdins (4,5)P2, s accumule au niveau
de la coiffe phagocytare initide et favorise la phagocytose (May et Machesky, 2001).

Certaines phospholipases participent a la signaisation de la phagocytose de particules
opsonisées par les IgG. En effet, une isoforme de la phospholipase C (PLCq) est activée en
aval du FcgR e et locdisée au niveau de la coiffe phagocytaire initide. L’inhibition de la
PLCg blogue la phagocytose médiée par FcgR chez les macrophages (Botelho et al., 2000)
and que chez Dictyostelium (Seastone et al., 1999). L’inhibition de la phospholipase A
(PLA) blogue égdement la phagocytose médiée par FcgR chez les macrophages, mais reste
sans effet sur cette phagocytose chez les neutrophiles. Enfin, la phospholipase D (PLD) vient
auss dére impliguée dans la régulation de la phagocytose médiée par le complément (May
et Machesky, 2001).

L’ectivetion de la PLC entrdine une éévaion de la concentretion du cacium
cytosolique et active la protéine kinase C (PKC). Chez les neutrophiles, I'activation du FcgR
saccompagne d'une augmentation rapide de la concentration du cadcium cytosolique,
indispensable a la phagocytose des particules opsonisées par les 1gG. En revanche, la
phagocytose médiée par le complément n’induit pas un td changement (May et Machesky,
2001). La gdsoline, modulée par le C&*, est locaisée au niveau des phagosomes des
macrophages. Chez les neutrophiles de souris 2knock-out2 pour la gelsoline (Gsn'), la
phagocytose médiée par le FcgR e inhibée mais la phagocytose médiée par le complément
est normae (Serrander et al., 2000). La protéine kinase Ga (PKCa) a auss éé locdisée sur
les phagosomes de macrophages lors de la phagocytose médiée par FcgR et C3R, mais son
implication dansla régulation de cette phagocytose est controversee.
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Pluseurs protéines G monomériques coordonnent le remodelage du cytosqueette
dactine lors de la phagocytose. Les GTPases Racl e Cdced2 sont nécessaires a
I'intériorisation des particules opsonisées par les 1gG ou les IgE. Chez Dictyostelium, la
surexpresson de RacC dimule fortement la phagocytose. En revanche, Rho ne semble pas
nécessaire a la phagocytose médiée par FcgR (May et Machesky, 2001). Les protéines Rho,
Cdc42 e Racl régulent la polymérisation et le mode dorganisation des microfilaments
dactine. L'expresson de formes mutantes 2dominantes-négatives? de Cdc42 (Cdc42N17) ou
de Racl (RacIN17) dans des phagocytes a permis de démontrer que ces deux protéines
participent a deux éapes digtinctes de la phagocytose dépendant de FcgR et FceR. Cdc42
régule I'extenson des replis membranaires autour de la coiffe phagocytaire initide, dors que
Racl intervient dans une éape plus tardive, en controlant la fuson des replis conduisant a la
formation du phagosome (Massol et al., 1998 ; Castellano et al., 2000). Un membre de la
famille ARF (ADP-Ribosylaion Factor), ARF6, intervient en aval de Rac dans la
phagocytose médiée par le FcgR, en interagissant avec la protéine POR-1 essentielle pour
I’assemblage de I’ actine et I envel oppement de la particule opsonisée.

La phagocytose est toujours accompagnée d'un 2rufflingg membranaire, produit par
réarrangement du cytosquelette d'actine corticde. Ce processus sera développé dans la
section 1.5. Dans la phagocytose médiée par FcgR e C3R, on note I'implication de diverses
protéines, localistes sur les phagosomes. Parmi celles-ci, on trouve des protéines de
nucléation et de ramification, ted que le complexe Arp2/3 et la protéine WASP (Wiskott-
Aldrich Syndrome Protein) qui le recrute et I'active (May et Machesky, 2001), la coronine
(Maniak et al., 1995), and que les protéines de coupure et de dépolymérisation ADF/cofiline
(Actin-Depolymerisation Factor). La déétion du gene de la cofiline chez Dictyostelium ou la
microinjection d'anticorps dirigés contre cette protéine chez les neutrophiles bloque Ila
phagocytose. La compasition de la membrane des phagosomes a éé récemment définie par
I'anadyse de leur protéome, gpres purification suite a la capture de particules de latex et
I’ @ectrophorese bidimensonnelle (Garin et al., 2001).
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1.1.6. La macropinocytose.

1.1.6.1. Définition et structuresimpliguées dans la macropinocytose.

La macropinocytose, découverte par Warren Lewis en 1931 dans les macrophages, a
longtemps é&é consdérée comme une activité endocytaire accessoire, mas fat depuis
quelques années |'objet d'un intéré croissant, en paticulier pour son réle déerminant au
début de la réponse immunitaire (Swanson et Watts, 1995; Robinson et al., 1996). Cette voie
permet I'intérioristion de grandes quantités de solutés, nécessaire a la fonction de certaines
cdlules spécidistes. Par ses caractéristiques morphologiques, la macropinocytose rappele la
phagocytose des particules opsonistes par des anticorps, comme S les macropinosomes
étaient des phagosomes 2vide?. De plus, certaines bactéries invasives teles que Salmonella
typhimurium et Shigella flexneri induisent leur intériorisation dans leurs cdlules-cibles par
une forme de phagocytose tres comparable ala macropinocytose (Skoudy et al., 1999).

Tandis que la micropinocytose sobserve de maniere continue dans toutes les cdlules, la
macropinocytose et limitée a certains types cdlulaires ou a cetains éats. Elle peut ére
induite en queques minutes mais de maniére trangtoire par les esters de phorbol (agents
promoteurs de tumeurs), et par les facteurs de croissance, qui stimulent la mitose et/ou
préviennent l'apoptose (Hewlett et al., 1994). En revanche, la macropinocytose et
conditutive chez les amibes cultivées en conditions axéniques, tdles que Dictyostelium
discoideum (Seastone et al., 1998) et Acanthamoeba comandoni (Hacker et al., 1997, Figure
1.3), chez les cdlules dendritiques immatures (Sdlusto et al., 1995), et apres transformation
des fibroblastes par les oncogenes v-Src (Vethen et al., 1996) et K-Ras (comme il sera

montré dans lathese).

Les macropinosomes sont de taille irréguliere et peuvent dépasser 10 um de diamétre
(Figure 1.3). Ces grosses vacuoles prennent le plus souvent naissance au niveau de la région
marginde de la cdlule riche en actine corticale polymérisée, qui est a I'origine d ondulaions
membranaires ou 2ruffling?, produisant des feuillets amincis en protruson vers I'extérieur de
la cdlue (Swanson e Watt 1995, Vethen et al.,, 1996). Des observations en
microcinématographie e en microscopie éectronique a baayage montrent que ces feuillets se
prolongent puis s referment contre la membrane plasmique, générant and  des
macropinosomes (Swanson et Watts 1995; Araki et al., 1996; comme montré dans le chapitre
Résultats, séction 2.2).
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On pense que la compostion de la membrane des macropinosomes est proche de
cdle de la membrane péicdlulare e n'est pas enrichie en complexes ligands-récepteurs
reconnus par le complexe AP2-clathrine. En effet, la simulation de la macropinocytose ne
saccompagne pas d'une augmentation décelable de I'endocytose médiée par récepteurs
(Recoosn e Swanson, 1992; Vethen et al., 1996). Toutefois, certains récepteurs
membranaires sont sdectivement intériorisés par  macropinocytose, comme le récepteur du
complément C3b dans les neutrophiles (Carpentier et al., 1991), le récepteur du M-CSF dans
les macrophages (2Macrophage-Colony Stimulating Fector?; Murray et al., 2000) et le
récepteur du mannose dans les cdllules dendritiques (Sdllusto et al ., 1995).

Figure 1.3. Formation d’un macr opinosome chez Acanthamoeba comandoni.

On notera I'extenson des protrusons lamellaires dont la fermeture progressive donne
naissance a un macropinosome dont la taille dépasseici 10 um de diamétre. (Repris de A. Kihara, Hosei
University; http://mac2031.fujimi.hosa.ac.jp/PDB/PCD0307/htmls/34.html).

1.1.6.2. ROlesdela macropinocytose.

Lorsqguele s manifete, la macropinocytose représente la voie principde de
I’endocytose fluide. Lorsque Dictyostelium discoideum est cultivé en conditions axéniques, la
meacropinocytose suffit d alleurs & sa nutrition (Hacker et al., 1997; Seastone et al., 1998). On
peut donc spéculer que cette forme d endocytose est la plus ancestrale et qu'ele a pu jouer un
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role important dans I'évolution dorganismes primitifs vers la vie eucaryote, en permettant
leur survie en absence de proies (de Duve, 1992).

Chez les macrophages, le mode dintériorisation d'un antigene soluble semble ére
décisf pour déterminer la classe du complexe maeur d histocompatibilité (CMH) par laguele
il sera présenté (Peppelenbosch et al., 2000) : les antigénes des complexes immuns sont captés
par endocytose médiée par récepteurs et présentés par le CMH de classe Il tandis que les
antigenes solubles libres sont captés par endocytose fluide et présentés par le CMH de classe I.
Les cdlules dendritiques montrent une activité dendocytose fluide par macropinocytose
paticulierement intense au dade immature. Dans la réponse immunitaire humorade, c'est donc
principdement par la macropinocytose que les cdlules dendritigues immatures captent les
protéines solubles, pour en présenter les antigenes au Stade différencié générdement par le
CMH de cdase Il (Sdlusto et al., 1995; Steinman et Swanson, 1995). Ces observations
suggerent que, pour les celules présentatrices dantigenes, la macropinocytose permet un
échantillonnage efficace de I'environnement moléculare de la cdlule (2antigen sampling?).

Rappelons que de nombreux facteurs de croissance et agents promoteurs de tumeur
induisent la macropinocytose de maniere temporaire. La dgnification de cette réponse et
inconnue. Dans la glande thyroide, la macropinocytose et induite de maniére trandtoire au
pole apica des thyrocytes par de fortes doses de TSH, ce qui favorise peut-étre la capture en
grande quantité de thyroglobuline pour permettre une production accdérée d hormones
thyroidiennes dans |'apparell endocytaire de ces cdlules (Ketedbant-Balasse et Neve, 1973). Le
mécanisme qui éeint la réponse macropinocytaire, en dépit d'une expostion continue aux
agents promoteurs de tumeurs et aux facteurs de croissance, n'est pas éucidé.

La macropinocytose contribue auss a I'intériorisation, et donc a la dynamique, de la
membrane péricdlulaire, tant au niveau du cone de croissance des neurones (nécessaire a leur
migration lors de la corticogenese et de la régénération nerveuse périphérique) que du front de
migration des celules en mouvement (réponse chimiotactique dans la lutte antibactérienne;
invason primare des cdlules cancé&reuses). En  paticulier, I'intériorisstion de domaines
membranaires gructurés trop grands et trop peu déformables pour ére incorporés dans les
puits mantelés (cercles parfats de 100 nm), tels que les hémi-desmosomes (disques rigides de
200 a 400 nm de diametre), impligue de groses vacuoles qui ressemblent  aux
meacropinosomes (Holm et al.,1993; Poumay et al.,1994).

Les cdlules integtindes, qui ne phagocytent normadement pas, sont toutefois
infectables par certaines bactéries entéropathogenes, teles que Salmonella typhimurium et
Shigella flexneri malgré I'absence dans la lumiére intestinde d’anticorps ou de complément qui
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pourraient les opsoniser. Ces bactéries sont captées dans des phagosomes ou des 2vésicules

Spacieuses?, qui ressemblent érangement aux macropinosomes (Alpuche-Aranda et al., 1994).
On pense en outre que la capture par macropinocytose d autres agents pathogénes également
non gusonisés, tels que Chlamydia trachomatis et Chlamydia psittaci, pourrait jouer un role-clé
dans leur reconnaissance par le systéme immunitare. Les cdlules dendritiques, présentes en
abondance au niveau des dtes dinfection par ces agents, sont en effet capables d'utiliser la
macropinocytose pour les cepturer et les tuer. Les macropinosomes aind formés fusionnent
avec les lysosomes contenant le CMH de classe Il, ce qui permet dinitier la réponse
immunitarevialescdlules T (Ojciuset al., 1998).

1.1.6.3. Relation entre la macropinocytose et le cancer.

La mortaité liee au cancer, seconde cause de déces en Occident, résulte
essatidlement de linveson du voisnage par les cdlules tumordes e de leur greffe
métastatique. Ces deux propriétés dépendent non seulement de la sécrétion de protéases, mais
auss ddtéraions membranaires affectant la mobilité et I'adhérence des cdlules transformeées.
La progresson du cancer pourrait dépendre spécifiquement de I'endocytose pour trois
propriétés essentidles. (1) la réponse celulaire aux facteurs de croissance, par modulaion du
nombre de récepteurs exposes ou par trandocation des complexes récepteursfacteurs de
croissance, soit vers un pdle particulier de la cdlule, soit vers un compartiment intracdlulaire
ol seffectue la signdisation ou, au contraire, assure son extinction; (2) le détachement des
cdlules épithdides de leur membrane basde, par lintériorisation 2en blocz des hémi-
desmosomes (Holm et al., 1993; Poumay et al., 1994); et (3) la migration par redigribution
dintégrines vers le front de migration, lesqueles assurent un ancrage réversble a la matrice
extracdlulaire (invason de voisnage), ou sur I'endothdium des teritoires-cibles de la greffe
métastatique (Bretscher, 1992). La réponse aux facteurs de croissance et la capture de
nutriments essentiels qui dépendent de la micropinocytose sont nécessaires a toute survie
cdlulaire, et ne peuvent donc pas sarvir de cible spécifique contre le cancer, car dles sont
communes avec les cdlules non trandformées. En revanche, le déachement et la migration
des cdlules épithdides, qui sont a l'origine denviron 90 % des cancers, sont caractéristiques
de I'é&at transformé chez I’ adulte et pourraient dépendre de la macropinocytose.

La macropinocytose peut ére induite par le produit de deux oncogenes types, qui
saront andysés en détail ci-gpres. Ras, introduit directement par microinjection (H-Ras, Bar-
Sagi e Feramisco, 1986) ou par transformation (K-Ras; comme démontré dans la séction 2.2)

et Src, site a la trandformation des fibroblastes par le virus du sarcome de Rous (Vethen et
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al., 1996). De maniére remarquable, cette macropinocytose est conditutive (Vethen et al.,
1996; voir le chapitre «Résultats»). Rappelons ici la relation éroite entre la macropinocytose
et le 2rufflingg membranaire au front de migration. Ceci autorise de se poser la question de la
relation entre la macropinocytose conditutive et I'invason par les cdlules cancéreuses la

macropinocytose jouerait-ele un réle essentiel dans la progression du cancer ?

1.2. L esoncogenesv-Src et K -Ras.

Le but de notre doctorat est de comprendre le mécanisme par lequel les oncogeénes v
Src ou K-Ras régulent la macropinocytose, en paticulier didentifier des intermédiaires
essentids impliqués dans la voie de dgndisation de cette voie d'endocytose et de les
hiérarchiser. 1l importe donc de rgppder les mécanismes d'activation et de signdisation de
ces deux oncogenes.

Le terme 2oncogéne? désgne I'ensemble des génes régulateurs de la divison
cdlulaire pouvant contribuer au développement du cancer. Par les protéines qu'ils codent, les
oncogenes exercent un effet pogtif sur la divison cdlulare. L'éude de leurs mécanismes
daction pemet de didinguer pluseurs familles doncogenes, par référence au role
physiologique de la proténe codée par le géene norma (proto-oncogéne). Nous nous
limiteronsici aux oncogenes v-Src et K-Ras.

1.2.1. L’oncogene v-Src.

1.2.1.1. Caractéristiques généralesdela Src-kinase.

La transmission d'un cancer par un virus a éé observée pour la premiére fois en 1911
pour le sarcome aviaire du poulet décrit par Rous @Rous sarcoma?). La proténe oncogénique
Src (pour 2sarcome?), apportée par ce virus, code une proténe multimodulaire cytoplasmique
de 60 kDa (pp60°°) dotée dactivité tyrosine-kinase, et phosphorylable sur ses résidus
tyrosne. Grace a son caractere multimodulaire, cette et capable dinteragir de maniere
spécifique avec divers effecteurs et de transmettre le signa des facteurs de croissance (Figure
1.4). Cette protéine et en outre caractérisee par l'addition & son extrémité N-terminde dun
acide gras a chaine courte (14 carbones. acide myristique) qui permet l'attachement au feuillet
cytoplasmique de la membrane plasmique, essentidd a son activité oncogénique. |l faut noter
gue le PDGF induit a la fois la formation du 2rufflingg membranaire et la trandocation de la

proténe Sc vers la péiphéie cdlulare au niveau des adhérences focales et que cette
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trandocation et bloguée par la cytochdasine D (Fincham et al., 1996). La transformation des
fibroblastes par I'oncogéne v-Src induit I'activetion de la cascade des MAP-kinases,
nécessaire alatransmisson du sgnd mitogénique de Src.

La différence mgeure entre la protéine oncogénique v-Src et son  homologue
cdlulaire proto-oncogénique, c-Src, et a la dééion des 19 acides aminés locaises en
position carboxy-terminde. Cette extrémité contient la tyrosne 527 dont le niveau de
phosphorylation régule I'activité cataytique de Src (Cantley et al., 1991). La protéine v-Src
ddétée mantient en permanence une conformation déployée, qui lui confére une activité
tyrosne-kinase congtitutive, responsable de ses propriétés oncogéniques.

1.2.1.2. Structuresen domainesde Src.

Tous les membres de la famille Src (Src, Fyn, Yes, Fgr, Lyn, Lck, BIk, et Yrc)
patagent une forte dmilarité dructurdle et modulaire, en particulier pour des domaines
homologues a Src appelés SH (pour 2Src Homology?).

Figure 1.4. Structure multimodulaire de la pp60°~>®.

PKC Cdk2/ cycline PDGF-R Csk

PKA

\
\4 vv\l \/ \L v

Sl2 Q17 T34 T46 S48 Q72 Y136 Y 213| PXXP Y416 Y527
1 1 1 ] 1
m Dorr_1a|ne SH3 Domal_ne
unique | catalytique

15-17 AA 18-84 AA 85-140 AA 141-260 AA 265-516 AA 517-536 AA

A partir de I’extrémité N-terminae, on distingue: le résidu myristoyle (m) responsable de
| attachement de la protéine & la membrane plasmique; le domaine SH4 phosphorylé sur ser' et
ser’’ par la protéine-kinase C (PKC) et la protéine kinase A (PKA) respectivement; le domaine
unique phosphorylé sur plusieurs Ser/Thr par la PKC, ou par la Cdk2/cycline; les domaines SH3
et SH2 phosphorylés respectivement sur Tyr'*® et Tyr**® par le récepteur du PDGF; le domaine
catalytique qui s autophosphoryle sur la Tyr **° et phosphoryle des protéines-cibles; enfin, du coté
C-termind, Tyr527 phosphorylée par la tyrosine-kinase de Src ou Csk. (Modifié d apres Pawson,
1995).
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1.2.1.2.1. Le domaine SH4.

Ce domaine, congtitué de 15 a 17 acides aminés, porte sur la glycine Nterminde le
résdu myristoyle responsable de I'ancrage de la protéine a la membrane plasmique. En ouitre,
le domaine SH4 contient des acides aminés basques qui peuvent subir une pamitoylaion
probablement impliquée dans la trandocation de Src en réponse a des imuli extracdlulaires.
Cette pamitoylation est réversible et nécessite une myristoylation préaable (Pawson, 1995).

1.2.1.2.2. Le domaine unique.

Ce domaine est différent pour chacun des membres de la famille, et est probablement
impliqué dans les interactions de la proténe Src, soit avec des récepteurs, soit avec des
protéines-cibles qui en sont les effecteurs. Quatre dStes de phosphorylation en s&rine ou
thréonine y ont &é identifiés Ces modificaions pourraent moduler les interactions
protéine/protéine ou réguler I’ activité catdytique de la protéine ele-méme,

1.2.1.2.3. Ledomaine SH3.

Ce domaine, est conservé dans une grande variété de protéines. La topologie de tous
les domaines SH3 et la méme un tour d'hélice a et un tonneau b congitué de cing brins
antipadldes qui forment deux feuillets perpendiculaires. Ce domane a &é impliqué dans
pluseurs processus cdlulaires, y compris la régulation négative de la proténe Src dle-méme,
la réorganisation du cytosquelette et le contrle de I'adhérence cdlulaire. Ce domane
reconnait spécifiquement chez ses proténes-cibles une séquence riche en proline dans un
consensus P-x-x-P (P = une proline et x = un acide aminé quelconque) ol les acides aminés
adjacents des résdus proline déerminent la spécificité du domaine SH3. Ceci permet de
nombreuses interactions intrae e intermoléculaires de la proténe qui régulent I'activité
cadytique intrinseque de Src, sa locdisation subcdlulaire et en particulier son recrutement a

lamembrane, ains que le recrutement de ses substrats ou effecteurs.

1.2.1.2.4. Le domaine SH2.

Il et présent dans plusieurs protéine tyrosine-kinases. Le domaine SH2 est condtitué
de deux hdlices a qui encadrent un feuillet b formé de cing brins b antipardléles dans la
forme générde babbbbbab. Comme pour le domaine SH3, le domaine SH2 intervient dans
la régulation négaive de I'activité catdytique de la protéine dle-méme, sa locdisaion

subcdlulaire et sa liason avec d'autres protéines. Ce domane se lie spécifiquement aux
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polypeptides qui contiennent des résidus tyrosine phosphorylés dans un consensus précis
(PTyr-Met/Val-x-Met).

1.2.1.2.5. Ledomaine catalytique ou SH1.

Le domaine catdytique de la proténe Src, commun a tous les membres de la famille,
phosphoryle des résidus tyrosine sur des proténes-cibles. Certaines résdus de ce domaine,
identiques pour tous les dtes catdytiques des proténes-kinases, sont impliqués dans la
fixation de ATP et la réaction de phosphotransférase. L'autophosphorylation de la Tyr#®
entraine |'activation compléte de Sric & permet son association avec un domaine SH2

gppartenant a une autre protéine. Src acquiert dors une conformation ouverte et active.

1.2.1.2.6. L’extrémité C-terminale.

Toutes les tyrosnes-kinase de la famille Src présentent une région Gterminde de 15
a 19 résdus qui contient une tyrosine (en postion 527 chez la souris & 529 chez I’"homme)
entourée de résdus consaervés. Cette tyrosne et dans le consensus approprié pour
I"interaction avec les domaines SH2. Quand €elle et phosphorylée, la tyrosine 527/529 permet
une interaction intramoléculaire avec le domaine SH2 qui stabilise Src dans une conformation
fermée inactive. La dédétion de cette tyrosne augmente I’activité tyrosine-kinase de Src tandis
que sa phosphorylation I'abroge. La régulation négative de Src par son extrémité Gterminde
I’emporte sur I'effet activateur di a la phosphorylation de la Tyr4l6 de son Ste catdytique
(Schwartzberg, 1998).

1.2.1.3. Meécanismes d activation de Src.

Trois mécanismes dactivation de la protéine Src sont prédits par sa gructure
tridimensonndle la déphosphorylation de la tyrogne C-terminde 527/529, la compétition
pa un ligand extrinsdque pour le domaine SH2, e I'activation par dééion ou mutaion de
I extrémité C-terminde.

1.2.1.3.1. Régulation par interaction intramoléculaire.

Une fois la tyrosine 527/529 phosphorylée, la protéine pp60°° acquiet une
configuration fermée et devient inactive. La déphosphorylation de ce résidu par une phospho-
tyrosine phosphatase par exemple (CD45, SHP-2 ou SH-PTP1), dissocie le domaine SH2 de
la patie C-teminde, ce qui ouvre la configurdion sptide e entrdine I'activation de la
protéine. Le niveau d activité de Src résulte principdement du résultat de I’ antagonisme entre
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son inactivation par phosphorylation de son extrémité C-terminde par la tyrosne-kinase,

p50°* et son activation par une de ces phosphatases.

1.2.1.3.2. Régulation par interaction intermoléculaire.

Les deux domaines SH2 e SH3 de la proténe Src présentent respectivement une
interaction de fable affinité avec la patie C-terminde phosphorylée et la charniere SH1-SH2.
La compétition par un ligand extrinseque d'une plus grande &ffinité telles que la proténe
FAK qui s lie a son domaine SH2 et la sous-unité régulatrice de la PI3K qui se lie a son
domaine SH3, subditue le lien intramoléculare de Src par un lien intermoléculaire, ce qui

entraine I’ ouverture de la protéine et son activation (Thomas et Brugge, 1997).

1.2.1.3.3. Activation par délétion ou mutation.

La dédétion de la patie C-teminde (qui contient la tyrosne 527), confere a
I’oncoprotéine v-Src une configuration ouverte en permanence, donc conditutivement active,
Ced le modde utilis® dans notre traval (lignée Rat-1/v-Src, appelée BB16). De méme, la
subdtitution de la tyrodne en podstion 527 par une phényldanine tranforme la proténe
normae en proténe oncogéne, et entraine la prolifération cdlulaire. 1l exigte par alleurs une
sie de mutants viraux codant pour des proténes v-Src thermosengbles, inactives a
température non-permissve, mais dont I'activité tyrosine-kinase et restaurée apres transfert a
température permissive (pour une revue voir Wyke et Stoker, 1987).

1.2.1.4. Lesmembresdelafamille des Src tyrosine-kinases.

Par leurs domaines d'interaction protéine/protéine, les tyrosines-kinases (PTKs) de la
famille Src peuvent communiquer entre dles et avec nombre de récepteurs a activité tyrosine-
kinase (RTK; voir Tableau 1.1). Ces interactions incluent I’association avec les RTKs, la
phosphorylation des membres de la famille de Src, l'activation des Sc PTKs & la
phosphorylation des RTKs.
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Tableau 1.1. Récepteurs des tyrosine-kinases (RTKs) couplés a la famille des tyrosine-
kinases Src (Src PTKS).

Récepteurs | Src PTKs Références

PDGF-R Src, Fyn, Yes| Kyptaet al., 1990, Twamley et al., 1992; Kazlauskas
EGF-R Src, Fyn, Yes| Luttrel et al., 1988, Sato et al., 1995, Weernink et Rijksen 1995;
Roche et al., 1995

FGFR Src Zhan et al., 1994

CSF1R Sre, Fyn, Yes| Courtneidge et al., 1993

NGF-R Src Kremer et al., 1991

HGF-R Src Faletto et al., 1993, Grano et al., 1996
Insuline-R Fyn Sunet al., 1996

IGF-R Src Kozma et Weber 1990, Peterson et al., 1996

(Modifié d apres Thomas et Brugge, 1997)

1.2.1.5. Lessubstratsde Src.

Les différents membres de la famille Sc ont é&é impligués dans plusieurs
événements cdlulaires y compris la réponse a des facteurs de croissance, la dynamique du
cytosqudette, I'adhérence, la migration, la sécrétion, la fonction des canaux ioniques, la
transcription des genes, le cycle cdlulaire, I'gpoptose e la différenciation (voir le Tableau
12). L'andyse de ces évenements a pemis didentifier les subdtrats spécifiqguement

phosphorylés par I oncoproténe v-Src.
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Tableau 1.2. L es protéines-cibles de Src-kinase.

Domainede Src
Protéines-cibles Fonction responsabledela
liaison
p385 adaptateur de la PtdIns3-kinase SH3
RasGAP GTPase activateur de Ras ?
SHPTP2/Syp phosphotyrosine phosphatase ?
She active Ras par saliaison aGrb2, qui recrute a son tour GEF ala SH3
membrane a proximité de Ras.
PLCg phospholipase C spécifique des phospho-inositides ?
p62 protéine qui s associe a RasGAP ?
p190Rho-GAP s associe et active Ras®"" par son domaine SH2 ?
Tensing, vinculineet | selieal’ actine en réponse aux stimuli dépendant des intégrines SH3
taline, paxilline
cortactine selieal’actine corticale SH2
AFAP110 s associe avec les filaments d’ actine SH3, SH2
FAK tyrosine-kinase qui se lie aux intégrines SH2
bi-Intégrine formation des complexes d’adhérence en réponse a des stimuli ?
extracellulaires
p130 **> impliquée dans la transduction des signaux dépendant des SH2
intégrines
p120CAS, b-caténine et | impliquées dans!’adhérence cellulaire ?
g-caténine
Sam68 selieal’ ARN, impliqué probablement dans le2processing? du SH2, SH3
pro-mRNA
calpactinel, annexinell | Ca“" et liaison aux phospholipides ?

Ce tableau illustre certaines protéines-cibles de la tyrosine kinase Src, leur fonction et le
domaine de la proténe Src responsable de I’ interaction avec chacune de ces cibles. (D’ apres Tatosyan
et Mizenina, 2000). ? = pas encore connu.
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1.2.1.6. Effetsdev-Src sur le cytosquelette.

En réponse a des dimulaions extracdlulaires, certaines tyrosne-kinases de la
famille Src (Src, Ck, Fyn, FAK) phosphorylent diverses protéines du cytosqudette. En
utilisant les mutants thermosensibles de I’oncogene v-Src, Boschek et collaborateurs en 1981
ont démontré que v-Src provoque, dans les minutes qui suivent son activation, une induction
rapide de la polymérisation de I'actine sous la membrane cdlulaire, ce qui est responssble de
la formation du 2ruffling2 membranaire. S les subgtrats impliqués dans la réorganisation des
microfilaments ne sont pas connus, les proténes effectrices candidates incluent les PI3Ks,
I'ezring, la vinculing, la cortecting, la p190Rho-GAP e d'autres, qui sont phosphorylées sur
leurs résdus tyrosine goprés stimulation par de nombreuses classes de récepteurs (voir Tableau
1.2).

1.2.1.7. v-Srcet!l’adnhésion cellulaire.

L'adhérence des cdlules a la matrice extracdlulaire implique la reconnaissance de
condituants bien définis de cdle-ci par les intégrines. Le réscau dactine polymérist et
connecté aux intégrines par I'intermédiare d'un complexe comprenant la taine, la vinculine,
la paxilline la tendne, I'a-actinine et la zyxine (Figure 1.5). C'est par ce complexe que les
intégrines participent alatranamisson de signaux entre le milieu extracdlulaire et la cdlule.

En dépit de leur ancre myrigtoylée, ¢Src a I'&at inactif et vSrc inactivé par mutation
sont  principdement locdistss dans le cytosol, au niveau de la région péinucléare
L’activation de Src induit sa trandocation aux complexes d adhérence focaux a I extrémité
des filaments dactine. Cette trandocation ne nécessite pas I'activité catalytique de Src ni son
ancrage a la membrane par myristoylation, bien que ceux-ci soient exigés pour la propagation
des dgnaux dans lintérieur de cdlules. L’adhérence des fibroblastes par leurs plagues
d' ancrage dépend de I'activation par tyrosine-phosphorylation de la Focd Adhesion-Kinase
(FAK), qui dépend directement ou indirectement de Src. Dans les fibroblastes transformes par
I’oncogéne v-Src, la phosphorylation de FAK et accompagnée de la diminution des
adhérences focdes (Fincham et al., 1995). Cette protéine est capable d'interagir par son coté
N-termina avec les intégrines & par ses deux domaines riches en proline ou ses tyrosines
phosphorylées avec la protéine Src, ce qui provogque sa phosphorylation. La perte d’ adhérence
des fibroblastes 2knock-out2 par ¢Src (c-Src™) est rétablie par I'introduction o' un Src inactif
mais dont les domaines SH2 et SH3 sont intacts. Cette observation remarquable suggére que
Src ne phosphoryle pas directement le FAK, mas intervient comme recruteur a la plague
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d ancrage d'une kinase et/ou de ses subdtrats, via ses domaines SH2 et SH3 (Fincham et al.,
1996, 2000; Jones et al., 2000).

Figure 1.5. Complexe d’ association des intégrines avec |le cytosguelette.

actine

paxilline

vinculine
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membrane

espaceintersticiel

La portion intracytoplasmique de la sous-unité b des intégrines est rattachée au
cytosquelette d'actine, en particulier par la taine et par la vinculine (souvent utiliste comme
marqueur). Cette interaction est régulée par Src e par la FAK. (Repris de
http://mww.geocities.com/collegePark/L ab/1580/integrin.html).
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1.2.2. L’oncogene K-Ras.

1.2.2.1. Structure et activation de |a petite GTPase p2172

On connait trois membres de la famille Ras, dont les genes chez I’homme sont
repectivement locaisés sur le chromosome 1 (N-ras), le chromosome 11 (H-ras) et le
chromosome 12 (K-ras). Chacun de ces genes code spécifiquement une protéine de 21 kDa
condituée de 189 acides aminés hautement conservés. Quoique ces membres soient
ubiquistes, H-Ras et préférentidlement exprimée dans les cdlules de la peau et du muscle,
N-Ras dans le thymus et les tedticules & K-Ras dans le thymus et les intestins (Denhardt,
1996).

Les proténes de la famille Ras oscillent entre deux éats, ou conformeres, actif. ou
inactif. Leur structure générde et présentée dans la Figure 1.6. La converson par hydrolyse
du GTP en GDP, assurée par leur activité catdytique intrinseque (GTPase), et naturellement
tres lente, mais peut ére fortement augmentée par interaction avec des protéines activatrices
appelées Ras-GAP (Proténes Activatrices de GTPases), ce qui conduit a la configuration
inactive. Ensuite, la réactivation par retour a la configuration liée au GTP est accdérée par des
facteurs d'échange du GTP, ou GEFs, tds que Sos Son Of Sevenless). Une troiseme famille
de régulateurs, les inhibiteurs de la dissociation de nucléotides ou GDIs (Guanyl nucleotide
Disociation Inhibitors) sont cgpables de verrouiller Ras soit a I'éat actif, soit a I'éat inactif,
en empéchant I'action des GAPs et des GEFs.
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Figure 1.6. Structuretertiaire de Ras-GTP.

Ras-GTP

Les différents membres de la superfamille Ras présentent tous une structure similaire.
On note (i) une extrémité C-terminale moins structurée qui permet I’ ancrage de la protéine ala
membrane plasmique par farnésylation; (ii) un domaine globulaire hautement conservé (1-164
acides aminés) qui renferme plusieurs sites de liaison pour le GTP ou le GDP (12-18, 57-63,
116-119 et 144-147); (iii) deux régions interrupteurs appelées 2Switch 1 et 2 (Asp30-Asp38 et
Gly60-Glu76), qui changent de structure selon loccupation par du GDP ou du GTP; et (iv)
I’ extrémité N-terminale, responsable d'interaction avec plusieurs proténes. Le domaine (Tyr32-
Tyr40) lie de maniére mutuellement exclusive la protéine GAP ou I’ effecteur de Ras (Raf); le
domaine 101-103 et impliqué dans la liaison de la p120Ras-GAP; I'interaction de Ras avec
GEF est assurée par larégion 2Switch 22. (D’ aprés Denhardt, 1996).

1.2.2.2. Madifications post-traductionnelles de Ras.

Les protéines Ras possedent a leur extrémité Gterminade une squence dite 2C-A-A-
X2 (C = cyséine, A = acide aminé diphatique, X = n'importe quel acide aminé par exemple
Cys-Va-LeurSer pour H-Ras). Apres I'gout d'un groupement farnésyle sur la cystéine par
une fanésyle trandférase, qui et la cible dinhibiteurs pharmacologiques intéressants, une
protéese spécifique vient cliver les trois derniers résdus AAX. Enfin, le carboxyle de la
cyséine et méhylé pa une carboxy-méthyle transférase. La protéine possede aors une
extrémité C-terminde fortement hydrophobe, qui lui confere une grande affinité pour les
membranes. Cette interaction hydrophobe avec la membrane et renforcée par la

pamitoylation de cystéines Stuées quelques résdus avant la cyséne du 2C-A-A-X2, dans le
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cas de la protéine HRas, N-Ras & d une isoforme minoritaire K-RasA, ou stabilisée chez K-
RasB pa des liens éectrodatiques supplémentaires entre pluseurs résdus charges
postivement de la proténe et les tétes phosphatées des phospholipides. Les différences
d ancrage entre les membres de la famille Ras permettent un recrutement différentid sur des
microdomaines spécifiques de la membrane plasmique et pourrait ans rendre compte de leur
implication différente dans des processus cdlulaires différents (Roy et al., 1999).

1.2.2.3. Lessignaux en aval de Ras.

La poténe Ras joue un role important dans de multiples processus cdlulaires. A son
éat actif lié au GTP, la protéine Ras déclenche, d'une part, I'activation de la voie des MAP-
kinases (une cascade de Ser/Thr-kinases cytoplasmiques activées par les mitogenes) qui
aboutit a la modulation de I’expresson génique, et d'autre part, participe a la réorganisation
du cytosqudette d'actine en modulant I'activité de certaines petites GTPases de la famille
Rho. Ceci induit le 2rufflingg membranaire accompagné d'une augmentation rapide de
I’accumulation d' un traceur de I’ endocytose fluide (Bar- Sagi et Feramisco, 1986).

Puisque Ras est impliquée dans les voies de différenciation, de prolifération ou de
mort cdlulaire programmée, une mutation ponctudle qui afecte la structure tridimensonndle
de Ras e le rend conditutivement active, engendre diverses formes de cancer chez
l'organisme pluricdlulaire. Chez I'homme, on a identifié des mutetions dans le géne ras dans
environ 50 % des cancers du colon. La mgorité de ces mutations sont trouvées au niveau du
gene K-ras (Bos, 1988). Dans la plupart des tumeurs humaines ou ils sont impliqués, les
oncogenes ras portent des mutations (subgtitution) au niveau des aminoacides 12, 13 ou 61
(voir Tableau 1.3). Toutes ces mutations inectivent la GTPase, ce qui mantient la
configuration active, liée au GTP.

35



Tableau 1.3. Les différentes mutations oncogéniques du gene ras dans les

tumeur s humaines.

Géne Codon Mutations Subgtitutions
H-ras 12 GGC® GTC gy ® val
® GAC ® asp

61 CAG® AAG gu® lys

® CGG ® arg

K-ras 12 GGT ® CGT gy ® arg
® AGT ® ser

® TGT ® cys

® GAT ® asp

® GTIT ® va

13 GGC® GAC gy ® asp

61 CAA ® CAT gu® his

N-ras 12 GGT® AGT gy ® ser
® GTIT ® val

® GAT ® asp

13 GGT® CGT gy ® arg

® GTIT ® val

® GAT ® asp

(D’ apres Bos, 1988)
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1.3. L es phospho-inositide 3-kinases et leur signalisation.

1.3.1. Introduction: rdle des phospho-inositide 3-kinases dansla
signalisation cellulaire,

1.3.1.1. Lesphospho-inositides comme substrats et régulateurs.

Le phosphatidylinostol du feuillet cytosoligue des membranes des cdlules
eucaryotes peut-étre phosphorylé par pluseurs phospho-inogtide-kinases de  gpécificités
différentes, générant une grande variéé de phospho-inogtides impliqués dans divers
processus, y compris la survie et la prolifération cdlulaires, le remodelage du cytosquelette et
I'activation des plaquettes sanguines, le trafic de vésicules e le transport de glucose, ec...
(Fruman et al., 1998). Les phospho-inogtide-kinases (Ptdins-kinases) sont classées en trois
grandes familles les phogpho-inogtide 3-kinases (PI3KS), les phospho-inogtide 4-kinases et
les phospho-inostide 5-kinases. Parmi les produits des Pidins-kinases, on distingue chez les
mammiferes trois monophospho-inogtides: le Ptdins 3P, le Ptdins 4P e le Ptdins 5P; trois
bisphospho-inositides: le Ptdins 34P2, le Ptdins 3,5P2 et le Ptdins 4,5P2 (ce dernier étant
auss appelé PIP2); et un seul trisphospho-inositide, le Ptdins 3,4,5P3 (ou PIP3).

Ces modifications peuvent entrainer des propriétés remarquables. Le Ptdins 4,5P2 est
le subgtrat de la phospholipase C, qui produit deux seconds messagers, I'inositol trisphosphate
(IP3) rdargué dans le cytosol, et le diacylglycérol (DAG), qui reste associé au feuillet interne
de la membrane. Nous y reviendrons a la section 1.4. De plus, le Ptdins 4,5P2 et les 3-
phospho-inositides peuvert directement recruter des enzymes ou des adaptateurs spécifiques
du cytosol a la membrane, ce qui modifie fortement leur activité. 1l a enfin &é propose qu'en
cas de production locde rapide, divers phospho-inostides recrutent une quantité importante
de proténes, pami lesquelles les protéines régulatrices de I'actine e de son attachement a la
membrane, modifiant and la courbure membranare (Fruman et al., 1998). Nous nous
limiteronsici aux PI3Ks et aleurs produits.

1.3.1.2. LesPI3Ks, intermédiaires essentiels dansla signalisation cellulaire.

Les diverses PI3K, enzymes bifonctionneles, présentent deux activités kinases
diginctes (i) une activité s&rine-kinase, capable d entrainer I’ autophosphorylation de la sous-
unité catalytique ou, pour la classe IA, la phosphorylation des sous-unités régulatrices p85a
ou p85b; & (ii) une activité lipide-kinase, capable de phosphoryler le phosphatidylinositol et
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ses dérivés sur le groupement hydroxyle du 3°™ carbone de I'inositol. C'est cette seconde
activité qui leur adonné leur nom générique de PI3K (Fruman et al., 1998).

L'utilisstion dinhibiteurs pharmacologiques & de 2dominants-podtifs$?  ou  2-
négatifs?, discutée plus loin, a permis dimpliquer la PI3K dans une grande vaié&é de
processus biologiques. A court terme (en quelques minutes), cette enzyme intervient dans
I'organisation générde du cytosqudette d'actine, et en particulier dans le remodelage du
cytocortex, & module I'endocytose e I'exocytose. L’organisation générale du cytosquelette
dactine peut ére bouleverste par la PI3K suite au recrutement a la membrane d'une
multitude de protéines capables soit (i) dentrainer une proténe-tyrosne phosphorylation,
telle la protéine pp60~~° qui phosphoryle la cortacting soit (i) d'activer la Rho-GTPase
comme c'est le cas pour le facteur d échange de Rac (Vav), ce qui provoque le 2ruffling?
membranaire; soit encore (iii) d'accdérer directement le remoddage de I'actine corticae,
comme c'est le cas pour la gelsoling, la cofiline et la profiline (Rameh et al., 1995; Bhargavi
et al., 1998; Royd et al., 2000). Le contréle du cytocortex par la PI3K a éé bien mis en
évidence par son rble nécessare pour la formation du 2rufflingg membranaire, induit de
maniére rapide mais transitoire par I'lGF-1 & I'insuline dans les cellules KB (Kotani et al.,
1994) ou par I'HGF dans les cdlules épithdides (Royd et al., 2000), & de maniere
condtitutive par Src et Ras dans les fibrobl astes (comme démontré dans notre travail).

Divers exemples illugrent I'implication des PI3Ks dans le trafic vésculare
D’abord, la mutation du récepteur PDGF au niveau de la tyrosne phosphorylable qui lie les
PI3Ks de la classe IA par leur domaine SH2, blogue le trandfert de ce récepteur aux
lysosomes et sa dégradation en réponse a I’exposition au ligand (Joly et al., 1995). Ensuite, la
PI3K de la classe 11l est indispensable a la dynamique des endosomes, nous en reparlerons
plus loin. Au niveau de I'exocytose, I'inhibition de la PI3K par la wortmannine ou un
2dominant-négatif2  bloque la trandocation du transporteur de glucose Glut-4 vers la
membrane en réponse al’ insuline (Cheatham et al., 1994).

A plus long terme, la PI3K joue un role centrd dans la survie et la prolifération
cdlulare. Tout dabord, la PI3K empéche ['gpoptose en activant |'Akt/PKB par
I'intermédiaire de ses deux produits, le Ptdins 3,4P2 et le Ptdins 3,4,5P3 (Franke et al., 1997).
Enauite, la trandection de cdlules pa une forme conditutivement active de la PI3K
(2dominant-pogtif2) dimule directement la prolifération cdlulare en induisant I'expresson
du géne fos par la voie des MAP-kinases (Martin, 1998). Enfin, on sait depuis une décennie

gue la trandformation cdlulaire par deux virus oncogenes (SV40 & le virus du sarcome de
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Rous), dépend de I'interaction de la PISK avec les oncoproténes virales correspondantes,
I’ antigéne middle T (mT) et lapp60"S° (Cantley et al.,1991).

1.3.2. Structure et classification des PI 3K s des mammiferes.

Les PI3Ks sont regroupées en trois classes, en fonction de leur structure et de leur
activité (Figure 1.7, Domin et Waterfied, 1997; Vanhaessbroeck et al., 1997). Les enzymes
de la classe | phosphorylent I'nydroxyle en position 3 du Ptdins, du Ptdins 4P et du Ptdins
4,5P2 pour générer respectivement le Ptdins 3P, le Ptdins 34P2 et le Ptdins 3,4,5P3. Cette
cdase incdut toutes les formes hé&érodimériques dont la sous-unité cadytique présente une
mobilité éectrophorétique relaive de ~ 110000. Dans la clase IA des mammiféres, on trouve
trois isoformes de la sous-unité catdytique (p110a, p110b, pl110d), qui sont associées a l’une
des cing sous-unités régulatrices différentes (p85a, p85b, and que leurs isoformes tronquées,
p55a, p55g et p50a ).

La classe IA des PI3Ks, la premiere a avoir éé clonée, et principaement impliquée
dans h réponse aux récepteurs a activité tyrosne-kinase, dors que la clase 1B, dont le seul
représentant est compose de la sous-unité catdytique pll0g et de la sous-unité régulatrice
pl0l1, est activée par les protéines G hétérotrimériques (Kapdler et Cantley, 1994; Stephens et
al., 1997). Les quatre isoformes de la sous-unité catalytique des classes |IA et IB comportent
successvement a patir de leur extrémité N-teminde (i) le Ste qui lie la sous-unité
régulatrice; (ii) le domane d'interaction avec Ras (il faut noter que la pl10 peut ére activée
directement par Ras); (iii) le domane cadytique 3-phospho-inostide-kinase proprement dit;

et enfin (iv) le domaine cataytique protéine Srine-kinase.
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Figure 1.7. Structure multimodulaire et classfication_des membres de |la famille des

PI3Ks.
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Trois classes de PI3Ks ont éé identifiées chez les mammiferes. La classe | est constituée des
enzymes hétérodimériques (une sous-unité régulatrice et une sous-unité catalytique), les classes |1 et
Il regroupent des enzymes monomériques. Pour les deux sous-unités de la classe IA, les domaines de
ces protéines apparaissent dans I’ordre suivant. Dans la sous-unité p110, on distingue le domaine
d'interaction entre sous-unités (en ondulé fléche a double téte), le domaine de liaison avec la petite
GTPase Ras (Ras BS, pour 2Ras Binding Site?), le T domaine catalytique qui justifie le nom de 3
phospho-inositide-kinase (P13K), le Z™ domaine catdytique a activité sérine-kinase (Pr.SK). Dans la
sous-unité adaptatrice, on distingue un domaine SH3, deux domaines riches en proline (losanges P)
séparés par le motif homologue au domaine cataytique de RhoGAP (BCR pour 2Breakpoint Cluster
Regior?), et enfin deux domaines SH2, séparés par le domaine d'interaction entre sous-unités.
L’ adaptateur p101 ne présente aucune homologie avec d'autres protéines et sa région d'interaction
avec la sous-unité p110g n’est pas encore identifiée. Les domaines PX et C2 se retrouvent chez les
membres de la classe I1. Enfin, laclasse 11 est homologue de la PI3K de Saccharomyces cerevisiae,
VPS34. (Modifié d aprés Fruman et al., 1998).
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Les diverses sous-unités régulatrices de la PI3K, dépourvues d'activité enzymatique
intrinseque, agissent en recrutant les diverses sous-unités cataytigues a la membrane, a
proximité immédiate de leurs subdtrats et de leurs activateurs. |l Sagit donc d adaptateurs,
composts de pluseurs modules qui permettent des interactions proténe/proténe. Pour les
isoformes p85a et p85b, on trouve a patir de I'extrémité N-terminde (i) le domaine BCR
(pour Breskpoint Clugster Region), une région homologue avec le domane cataytique des
Rho-GAPs, ce domaine es toutefois inactif dans ces deux sous-unités régulatrices, car les 5
résdus essentils de Rho-GAP y sont mutés; (i) un 1% domane riche en proling qui
reconnait spécifiguement les domaines SH3 dautres protéines;, (iii) un domaine SH3 qui
reconnait spécifiquement des domaines riches en proline d autres protéines dans un consensus
paticulier F-P-P-F-P (F = acide aminé diphatique et P = proling); (iv) un 2°™ domaine
riche en proline (P); (v) deux domaines SH2 qui lient des résdus tyrosine phosphorylés dans
un consensus Y-xi-X-M; pour le domaine SH2 amino-termind, I'afinité et accrue par la
présence d une seconde méthionine ou d'une vaine en x;; e (vi) un domaine inter-SH2, qui
assure I’ interaction avec la partie N-terminde de la sous- unité catdytique (Figure 1.7).

A des fins de comparaison, nous citerons quelques propriétés remarquables des
autres classes de la PI3K. Les enzymes de la classe |1 convertissent le Ptdins en Ptdins 3P et
le Ptdins 4P en Pdins 3,4P2, mais semblent incapables d'utiliser le Ptdins 4,5P2 comme
substrat. Cette classe regroupe deux enzymes monomériques de grande taille, PI3KC2a et
PIBKC2b (respectivement 210 et 170 kDa). Leur domaine PX, de fonction inconnue, présente
des homologies avec certaines protéines du complexe de la NADPH oxidase, telles que
pA0P* et pA7P"°* (Domin et Waterfield, 1997; Fruman et al., 1998). Un domaine homologue
au domaine C2 des protéines liant le cacium, dtué pres de l'extrémité C-terminde, a éé
impligué dans la ligson des protéines aux vésicules lipidiques dépendante du Cat™.
Cependant, les résidus Asp, souvent impliqués dans la liason du C&, y sont absents.
Récemment, il a é&é montré que la PI3KC2a est conditutivement associée a la membrane du
réseau trans-golgien (ou TGN) indépendamment de ses domaines PX et C2 (Domin et al.,
2000).

Les enzymes de la classe Il induent la PI3K initidement identifiée chez des
mutants VPS34 (pour Vacuole Protein Sorting) de Saccharomyces cerevisiae, défectifs pour le
transport des protéines nouvellement synthétistes du complexe de Golgi vers la vacuole,
I'équivdent du lysosome chez la levure. On rencontre ces homologues chez plusieurs espéces

(Schizosaccharomyces pombe, Dictyostelium discoideum, Drosophila melanogaster), y
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compris chez les mammiferes. La Vps34 utilise exclusvement le Ptdins comme subdtrat. Elle
est recrutée a la membrane par association & son adaptateur VpslbSp, myrisoylé & son
extrémité N-terminde. Cet adgptateur manifeste égdement une activité de protéine Ser/Thr-
kinase propre, catalysant son autophosphorylation (Fruman et al., 1998). Dans les cdlules de
mammiferes, cest exclusvement la PISK de la clase Ill, et donc le Pdins 3P, qui ext

nécessaire alafusion des endosomes (voir plusloin, section 1.3.4.2.4.).

1.3.3. Synthese des phospho-inositides dans les cellules de mammiferes.

Seules les podstions 3 a 5 du phosphatidylinostol sont connues pour ére
phosphorylées. On pense que les podtions des hydroxyles 2 e 6, qui ne sont jamas
phosphorylées, sont trop proches de la membrane pour étre accessibles. La Figure 1.8 montre
les différentes éapes de phosphorylation qui peuvent étre catalysées par les phospho-
inogtide-kinases in vitro. La mgorité de ces voies ont &é démontrés in vivo, soit par
incorporation méabolique de précurseurs lipidiques radiomarqués suivie de I'identification
des produits par HPLC, soit par andyse de cdlules qui surexpriment des formes conditutives
(2dominantes-pogitives? ou 2-négatives?) de ces enzymes. Dans les secondes qui suivent leur
gynthése, les polyphospho-inogtides peuvent érre pris en charge par diverses phospho-
inogtide phosphatases qui éeignent le sgnd, teles que la 3-phosphatase (PTEN) et les 5-
phosphatases (SHIPs). Ces phosphatases sont stimulées aprés un léger retard par rapport a la
simulation de la PI3K. Le Ptdins 3P, le Pdins 3,4P2 et le Ptdins 3,4,5P3 peuvent auss étre
civées par la phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol (PI-PLC), méme Sils nen
sont pas les subgtrats de prédilection. Le taux de renouvellement @turn-over?) de chacun des
phospho-inostides e leur concentration locde dans la cdlule déped donc a la fois de
I" activité des lipides-kinases, des phosphatases et des phospholipases.

Le phosphatidylinogtol contribue pour environ 10 % des phospholipides cdlulaires
totaux et environ 10 % de ce phosphatidylinositol est phosphorylé sur les carbones 3, 4 et/ou
5. Le niveau des Ptdins, Ptdins 3P et Ptdins 4P est congtant dans les cellules quiescentes et
dans les cdlules activées, dors que cdui des Ptdins 34P2 & Ptdins 3,4,5P3 varie
conddérablement en réponse a divers gimuli. Les condituants les plus abondants sont
encadrés en noir sur la Figure 1.8. A eux seuls, le Ptdins 4P et le Ptdins 4,5P2 représentent 90
% des phospho-inositides totaux cdlulaires. Le Ptdins 3P et le Ptdins 5P contribuent chacun 2
a 5 % des phospho-inogtides totaux; le Ptdins 3,5P2 représente 2 % de phospho-inostides
des cdlules fibroblagtiques. Enfin, le Ptdins 3,4P2 et le Ptdins 34,5P3, a peine détectables
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dans les Figure 1.8. Les voies de synthése dir ecte des phospho-inositides dans les cellules

de mammiféres.
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Les fléches pleines soulignent les voies établies; les fleches discontinues indiquent les voies
postulées. Les fléches verticales correspondent aux réactions catalysées par la phosphatidylinositol 4
kinase (Ptdins 4K) ou la phosphatidylinositol phosphate 4-kinase (PIP4K); les fleches diagonales
orientées vers la gauche correspondent a la phospho-inostide 3-kinase; les fleches diagonales
orientées vers la droite correspondent a la phosphatidylinositol phosphate 5-kinase (PIP5K).

Pour des raisons de smplicité, ce schéma ignore volontairement les voies de synthése
indirecte par des phosphatases (p.ex. la production de Ptdins 3,4P2 par déphosphorylation de Ptdins
3,45P3 via SHIP), méme s les publications les plus récentes indiquent que celles-ci semblent
majoritaires. (Adapté de Fruman et al., 1998).

celules non gimulées, dateignent 1 a 3 % gorés une simulation maximae. Cette réponse et
breve. En effet, quelques minutes gpres la simulation, ces produits sont pris en charge par les
phosphatases spécifiques qui régénéerent le phosphatidylinositol (Fruman et al., 1998; Martin,
1998).

1.3.4. Signalisation en aval de la PI3K par des interactions lipides-

proténes.

1.3.4.1. Les phospho-inositides, sites de liaison spécifiques pour des protéines

régulatrices.

Diverses proténes, qui présentent la particularité dinteragir spécifiquement avec les
phospho-inositides, sont les effecteurs potentiels en ava des phospho-inostide  kinases.
L’afinité de leur interaction et stéréospécifique en fonction des hydroxyles phosphorylés.
Les phospho-inogitides sont classés en trois groupes. les Ptdins 4P et Ptdins 4,5P2,
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rassemblés sous le sigle de phospho-inostides D4; le Pidins 3P, le Ptdins 3,4P2, et le Ptdins
3,4,5P3, ou phospho-inogtides D3; et le Ptdins 5P désigné par D5. Les effecteurs de la PI3K
intervenant dans |'activation de certaines protéine tyrosne-kinases, dans les réactions
d échange de GTP au niveau des petites GTPases monomériques, dans la régulation du
cytosquelette d'actine et dans le trafic membranaire sont recrutés sur les phospho-inostides
D3. Dans ce groupe, les protéines en ava de la PI3K de type Ill impliquées dans le trafic
endocytaire, comme AP2 (2Adaptor Protein complex type 22; c-ad |'adaptateur de la
clathrine pour les puits endocytaires mantedés) et EEA1 (Ealy Endosoma Autoantigent1) se
lient exclusvement au Ptdins 3P (Patki et al., 1997; Rapoport et al., 1997). Les principaes
proténes intervenant dans I’endocytose & capables d'interagir en milieu acdlulare avec les
3-phospho-inogtides sont reprisess dans le Tableau 14. Toutefois, I'identification des
protéines qui montrent effectivement des interactions spécifiques avec des phospho-inostides
dans les cdlules reste une éape nécessaire pour impliquer a coup sir les phospho-inostide-

kinases dans une voie de sgndisation.

1.3.4.2. Domainesd’interaction des protéines avec les 3-phospho-inositides.

Quatre domaines protéiques capables de lier les phospho-inostides avec une grande
dfinité ont &é identifiés le domaine SH2, des séquences hydrophobes et basiques, les
domaines homologues a la pleckstring, et le domaine en doigt de zinc FYVE. Ces interactions
sont précisées dans le Tableau 1.4.



Tableau 1.4. Exemples de protéines qui inter agissent avec les phospho-inositides.

Protéines Exemples Domaine deliaison Spécificité Références
sur laprotéine pour les phospho-
inositides

Protéine-kinases Akt/PKB PH D3 Frankeet al., 1997

PDK1 PH D3 Stokoeet al., 1997

PKCdeh etx nd D3 Tokeret al., 1994

Way et al., 2000

Phospholipases et | PLCgl PH D3 Falascaet al., 1998
lipide-kinases " SH2 D3 Baeetal., 1998

PLD PH D3»D4 Hammond et al., 1997

PI3K classe IA SH2 D3 Rameh et al ., 1995
Protéines gelsoline KR D3 Hartwig et al., 1996
régulatrices et profiline KR D3 Luetal., 1996
adaptateurs du cofiline KR nd Yonezawaet al., 1991
cytosquel ette a-actinine KR D4 Fukami et al., 194

" ? D3 Greenwood et al., 2000

vinculine KR D4 Gilmore et Burridge, 1996
Protéines Rac/Rho GEFs PH D3 Rameh et Cantley, 1999
régulatrices des
GTPases
Adaptateurs du AP2 KR D3 Hao et al., 1997
trafic membranaire | EEA1 FYVE Ptdins 3P Stenmark et Aasland, 1999

Abréviations:
Protéines

PKB = proténe kinase B

PDK 1 = phosphoinositide-dependent protein kinase 1.
PK C = protéine kinase C indépendante du Ca’*

PL Cgl = phospholipase Cgl
PLD = phospholipase D
AP2 = adaptateur de la clathrine

EEA1 = 2Early Endosoma Autoantigen-12

Domaines et spécificité

PH = domaine homologue a la pleckstrine

SH2 = domaine d’ homologie a Src du type 2
KR = séquence hydrophobique et basique

D3 = Ptdins 3P + Ptdins 3,4P2 +
Ptdins 3,4,5P3
D4 = Ptdins 4P + Ptdins 4,5P2

nd = non dé&erminé

(Adapté et mis ajour d apres Martin, 1998).
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1.3.4.2.1. Lesdomaines SH2.

Les domaines SH2, dga décrits ci-dessus, peuvent non seulement se fixer sur une
courte séquence contenant une tyrosine phosphorylée dans le contexte gpproprié, mais auss
au phospho-inogtide D3 (Rameh et al., 1995; Bae et al., 1998).

1.3.4.2.2. Les sequences hydrophobes et basiques.

Il Sagit de courtes séquences de 10 a 20 acides aminés, contenant environ une moitié
de résdus hydrophobes et enrichies en résdus basiques, dont au moins une lysne & une
aginine (dou leur abréviation KR). On pense que ces courtes sequences peuvent fournir,
d' une pat, un contact hydrophobe avec les chaines acyles des phospho-inostides et d autre
pat, les interactions de charge complémentaires entre leurs résdus basques & les
groupements phosphates des 3-phospho-inogtides. Des exemples de ces consensus ont été
trouvés dans diverses protéines régularices de I'actine comme la gesoling, la cofiline & la
profiline (Martin, 1998).

1.3.4.2.3. Les domaines homologues a la pleckstrine.

Les domaines PH (pour 2Pleckdrin Homology?) ressemblent au domaine identifié
pour la premiére fois chez la pleckstring, le principal subsirat de la protéine-kinase C. Ce type
de domaine et conditué de longues ségquences denviron 120 acides aminés, ne présentant
guére d’homologie dans la séquence primaire, mais partageant une dructure tertiaire
remarquable composée de deux feuillets b a trois ou quatre brins presque perpendiculaires,
qui forment une poche 2en sandwicl?, fermée par une hélice a amphipathique du coté C-
termina. Ces domaines sont responsables du recrutement a la membrane de proténes du
cytosquelette (spectrine, a-actining), de proténes déchange du GTP qui 2dlumentz la
fonction de sgndisation de diverses petites GTPases (Vav, Dbl et Tiam1), de la protéine
activatrice de I'activité GTPase de Ras qui 2é&ent2 sa fonction (Ras-GAP), d'une grande
GTPase monomérique (la dynamine), de protéines-kinases (Akt/PKB, PDK1 et PKCs) et de
phospholipases (PLCs et PLDs).

En outre, le domaine PH et souvent associé, au sein de la méme protéine, a dautres
moatifs d'interaction proténe/protéine (p.ex. SH2, SH3, riche en proline), ce qui permet non
seulement le ciblage de ces protéines a la membrane, mais auss le recrutement d autres
proténes effectrices formant des complexes multimériques focaux, au niveau de dtes bien

secifiques a linterface de la membrane et du cytosol. Aind, certains phospho-inostides
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colocdisent au niveau des zones de 2rufflingg et aux points de contact focaux avec des
protéines régulatrices du cytosquelette d'actine (p.ex. la gdsoline) et de son ancrage (p.ex.
I'a-actining) (Fukami et al., 1994; Shibasaki et al., 1994; Greenwood et al., 2000; Rickert et
al., 2000).

1.3.4.2.4. Ledomaine en doigt de zinc FYVE.

L’acronyme FYVE provient des quatre premiéres protéines (Fablp, YOTB, Vaclp et
EEA1) ou ce domane a éé identifié en smple copie (Stenmark et al., 1996). Le domaine
FYVE, compose denviron 70 résidus, contient 2 Stes de liaison indépendants pour du zinc
induant 8 cysténes sabilisant le 2doigt de zinc2. Quatre des ces cystéines gppartiennent a des
motifs R+tHHC+xCG (ou '+ est un résdu chargé postivement et ‘X' n'importe que acide
aminé). Ce domaine confere aux proténes qui le contiennent la particularité de lier le Ptdins
3P et donc de s accrocher ala membrane.

La proténe EEA1l des mammiféres intervient dans la fudon, dite laéde
homotypique, entre deux endosomes qui ont chacun lié du Rab5-GTP. EEAl asaure le
rapprochement entre ces deux vésicules par la liaison a la protéine Rab5-GTP sur le premier
endosome via le doigt de zinc gopdé C2H2 de son extrémité N-terminae, e par deux
interactions de son extrémité C-terminde avec le deuxieme endosome d'une pat par son
domaine FYVE, qui reconnait specifiquement le Pidins 3P, e d'autre part par une région de
30 acides aminés qui e lie directement a Rab5-GTP (Figure 1.9). La fuson proprement dite
nécessitera I'intervention d'autres facteurs comme les protéines rabaptine-5, rabex-5 et les
SNAREs (pour 2Soluble N-ethylmaamide-sendtive fuson Attachment Receptor? ; Stenmark
et Aadand, 1999).
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Figure 1.9. Modéle desinteractions entrela protéine EEA1, Rab5 et |e Ptdlns 3P.

PtdIns(3)P

Pour I'explication des interactions, voir le paragraphe précédent. (D aprés Stenmark et al.,
1999).

1.3.4.3. Spécificité desinteractions des 3-phospho-inositides.

L'interaction préférentidle avec leurs proténes-cibles respectives de quatre 3-
phospho-inositides distincts (Ptdins 3P, Ptdins 3,4P2, Pidins 3,5P2; et Ptdins 3,4,5P3),
produits de maniére inégde, et sans doute en des dtes différents, par les divers membres de
PI3Ks, permet sans doute de mieux différencier les roles trés diversifiés des PI3Ks dans de
multiples processus cdlulaires et d orienter chacun de ces produits dans telle ou telle voie de
sgndisgtion cdlulare.

1.3.4.3.1. LePtdins 3P.

Le Ptdins 3P et présent de maniére conditutive dans toutes les cdlules de
mammiferes e de levures. In vitro, il peut en principe ére produit par phosphorylation du
Ptdins catalysée par les trois classes de PI3Ks (I, I et Ill). Toutefois, dans les cdlules des
mammiferes, le Pins 3P est principalement produit par la PI3K de classe Ill. Les cibles du
Ptdins 3P sont généralement des protéines impliquées dans le trafic endocytaire précoce, et
qui contiennent soit un domaine FYVE comme la proténe EEAL1 (Smonsen et al., 1998), soit
un domaine KR comme AP2 (Hao et al., 1997).
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1.3.4.3.2. LePtdins 3,4P2.

Comme le montre la Figure 1.8, le Ptdins 34P2 est synthéisé a partir du Ptdins 4P
par les PI3Ks de classe |. La PI3K de classe Il peut également synthétiser le Ptdins 34P2 a
partir du Ptdins 4P, indépendamment de la synthese du Ptdins 3,4,5P3. Le Ptdins 3,4 P2 peut
auss ére genéré par phosphorylation de Ptdins 3P par la PIP4K. Enfin, bien que les PIPSKs
phosphorylent préférentidlement le Ptdins 3P en postion 5, leur spécificité et plus large que
suggérée par leur nom, et ils sont auss capables de produire le Ptdins 3,4P2 a partir du Ptdins
3P (Fruman et al., 1998, 1999; Rameh et Cantley, 1999). La contribution respective de ces
guatre voies de synthése ala production du Ptdins 3,4P2 n est pas encore connue.

La cible la mieux caractériste du Ptdins 34P2 et la proténe-kinase B (Akt/PKB),
impliqguée dans la voie de dggndisaion qui contrBle la survie cdlulare  Cette
srinethréonine-kinase interagit par son domaine PH avec les phospho-inogtides sdon
I’ordre de préférence Ptdins 3,4P2 >> Ptdins 3,4,5P3 >> Ptdins 4,5P2. Le mécanisme propose
pour I'activation de la protéine Akt/PKB et indirect, chaque éape faisant intervenir un
domaine PH e deux phospho-inostides D3 différents. En un premier temps, la PDK1 et
recrutée a la membrane par son domaine PH €, une fois activée par le Ptdins 3,4,5P3,
phosphoryle a son tour AKt/PKB au niveau de sa thréonine 308 et de sa sérine 473. Le
changement conformationnel de la protéine Akt/PKB ans phosphorylée permet la fixaion a
la membrane de son domaine PH sur du Pdins 34P2. La kinase PDK1 peut auss
phosphoryler la p70 S6-kinase et certans membres de la famille des PKCs. Par alleurs,
AKt/PKB phosphoryle égdement la glycogene synthase-kinase 3 (ou GSK-3) e la
phosphofructokinase in vivo, ce qui implique la PI3K dans la gluconéogenese e la glycolyse
(Downward, 1998; Rameh et Cantley, 1999).

1.3.4.3.3. LePtdins 3,5P2.

Dans les fibroblastes de souris, le Ptdins 35P2 est synthétise principdement par
deux phosphorylations successives. La PI3K génére d’abord le Ptdins 3P a partir du Ptdins, et
elle est suivie par de la Ptdins 3P 5-kinase qui produit le Ptdins 3,5P2 (Whiteford et al., 1997,
Tolias et al., 1998). Dans les cdlules de mammiferes, le taux de Ptdins 3,5P2 diminue
modérément en réponse a un choc hyperosmotique et augmente avec le choc hypoosmotique.

In vitro, le Ptdins 35P2 peut égdement ére généé par phosphorylation du Ptdins 5P
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cataysée par la PI3K de la classe IA (Rameh et al., 1997). Aucune cible directe pour le Ptdins

3,5P2 n'a encore été trouvée.

1.3.4.3.4. LePtdins 3,4,5P3.
Seule la clase | de la PI3K peut utiliser le Ptdins 4,5P2 comme substrat pour

produire le Ptdins 3,4,5P3. L’interaction des domaines SH2 de la sous-unité régulatrice des
PI3Ks de la classe |IA avec des tyrosines phosphorylées en réponse a des facteurs de
croissance induit aind une augmentation rapide du taux du Ptdins 3/4,5P3. La classe IA de la
PI3K peut auss ére directement activée au niveau de sa sous-unité cadytigue par Ras
(Rodriguez-Viciang, et al., 1994). De son coté, la clase IB peut-étre activée par interaction
directe avec les sous-unités bg des protéines G hé&érotrimériques (Fruman et al., 1998). Il a
enfin éé rapporté que la Ptdins P 5 kinase a et b est capable de phosphoryler successvement
le Ptdins 3P pour produire le Ptdins 3,4,5P3 (Tolias et al., 1998). Il va de soi que la
concentration effective de chacun des phospho-inogtides dépend auss de I'activité de leur
phosphatase specifique, dont la régulation reste assez obscure.

Outre PDK1 et les PKCs, diverses protéines-cibles en ava de la PI3K contiennent au
moins un domaine qui se fixe au Ptdins 34,5P3. Certanes sy lient par leur domane PH:
GRP1, PLCb, PLCg, PLCd, Vav2 (Matin, 1998; Rameh et Cantley, 1999). Toutefois, le
domaine PH des PLCb e d lie esstidlement le Pdins 45P2. D'autres protéines
interagissent avec le Ptdins 3,4,5P3 par leur domaine SH2. C'ext le cas de la sous-unité
régulatrice de la PI3K de la classe IA dle-méme. Par ce mécanisme, le Ptdins 34,5P3 a é&é
impliqué dans la régulation négative de cette PI3K (Rameh et al., 1995). Enfin, d'autres
protéines se lient au Ptdins 3,4,5P3 par leurs domaines hydrophobes et basiques: c'est le cas
des protéines régulatrices ou d ancrage du cytosquelette, telles que la gelsoline, b profiling la
cofiling I'a-actinine et la vinculine (Martin, 1998). La PI3K est donc un intermédiaire
obligatoire dans pluseurs processus cdlulaires, du fat de la cepacité de ses produits
dinteragir directement avec une multitude de cibles différentes impliquées dans des voies de

sgndisation cdlulaire variées.
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1.4. L es phospholipases C.

1.4.1. Introduction: réle des PLCsdansla signalisation cellulaire.

Comme la PI3K, les phospholipases spécifiques des phospho-inostides (PI-PLC , ou
plus smplement PLC) ont &é impliquées dans de nombreuses voies de sgndisation chez les
cellules eucaryotes. Nous nous concentrerons sur la PLCgl, qui influence le mouvement et le
chimiotactisme, e activée par les proténe tyrosne-kinases de la famille Src, intervient das
la tranformation cdlulaire e conduit & I'entrée dans le cyde cdlulaire via I'expression du
gene c-fos (Carpenter et Ji, 1999).

Chez les eucaryotes supérieurs, la PLC est responsable de la régulation intracdllulaire
en réponse a des hormones. Son activation entraine le cdivage du Ptdins 45P2 en
diacylglycérol (DAG) e en inostol trisphosphate (IP3). Ces deux produits sont dimportants
seconds messagers pour l'activation de différentes isoformes des PKCs et de la régulation de
la concentration du Ca®* intracellulare, respectivement, modulant ans de nombreux
événements intracellulaires (Singer et al., 1997). Cette signdisation liée au DAG & a I'lP3 ex
trangtoire, les deux seconds messagers éant rapidement convertis respectivement en acide
phosphatidique et en inositol, réutilisés pour régenérer le phosphatidylinositol.

La Figure 1.10 présente les diverses isozymes de PLC qui ont éé identifiées chez les
mammiféres les PLCb1-4, les PLCgl-2, les PLCd1-4, et la PLCe, qui vient d ére découverte
(Lopez et al., 2001). Les classes b et e sont activées par les récepteurs couplés aux proténes
G, tandis que la clase g et activée a la fois par les récepteurs a activité proténe tyrosine-
kinase et par dautres protéine tyrosine-kinases tels que des membres de la famille Src. La
régulation de la casse d n'est pas encore bien caractériste (Singer et al., 1997). On sait
toutefois qu'a la différence des classes b et g, une augmentation de la concentration en
cdcium est suffisante pour activer la PLC de la classe d, méme en I'absence d activateurs
extracdlulaires.
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Figure 1.10. Structure et organisation des PLCs.
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Ce schéma compare les modules conservés (domaine PH, motif EF, site catalytique
dépendant du calcium, domaine C2), en relaion avec leurs ligands dans les quatre familles de
phospholipases C impliquées dans la signdisation cellulaire. Les pointillés désignent ce que
I’on appelle le site d'insertion, développé pour la PLCg Dans cette classe, ce site renferme un
domaine PH dans lequel sont insé&rés deux domaines SH2 qui reconnaissent des tyrosines
phosphorylées d autres protéines, deux tyrosines phosphorylables (p-Tyr) et un domaine SH3
qui reconnait des séquences riches en proline. Les positions des résidus tyrosines phosphorylées
identifiées sur la PLCgl des mammiféres sont également indiquées par une éoile. Le losange P
désigne les domaines riches en proline. L’ extension C-terminale de la PLCb est responsable de
son interaction avec les phospholipides membranaires et la sous-unité ca de la proténe G, dont
ele gimule I'activité GTPase (GAP). Les points d'interrogation indiquent des interactions
hypothétiques. La classe PLCe contient a son extrémité N-terminae un domaine homologue au
site catalytique du facteur d'échange du GTP (RasGEF) et a son extrémité Gterminale deux
sites de liaison de Ras (Ras-BS pour Ras-binding site). Son site d'interaction avec les protéines
G hétérotrimériques n’ est pas encore localisé. (Adapté de Katan, 1998; Lopez et al., 2001).
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1.4.2. Structureen domainesdesPLCs.

Les membres de chague classe des PLCs présentent une structure multimodulaire
(Figure 1.10) incluant des domaines communs aux trois classes, pami lesquels on distingue
deux domaines fortement conservés X e Y, qui forment ensemble le Ste cataytique de la
protéine, un domaine PH du ctté Ntermind, le motif EF &, du coté Gtermind, un domaine
d homologie C2 liant le cdcium, pafois décrit comme 2I'dément éendu du domaine Y2,
Nous andyserons plus loin chacun de ces domaines en détail.

Trois déments semblent en outre essentiels a la régulation de la PLCg: un domaine
SH3, deux domanes SH2 et des dtes de tyrosine-phosphorylation. En effet, de nombreux
facteurs de croissance qui se fixent sur des récepteurs dotés d' activité protéine tyrosine-kinase
peuvert causer a la fois la trandocation rapide de la PLCg vers des stes spécifiques au niveau
de la membrane e sa phosphorylation sur des résdus de tyrosine. De plus, la mutation des
récepteurs du PDGF et de I'EGF au niveau de leurs tyrosines impliquées dans I'interaction
avec le domaine SH2 de la PLCg prévient I’ activation de cette derniére et supprime la voie de
sgndisation de ces récepteurs (Singer et al., 1997). A son tour, le domaine SH3 de la PLCg
permet son interaction avec les domaines riches en proline de proténes du cytosquelette (Bar-
Sagi et al., 1993).

La PLCe a é&é récemment identifiée (Lopez et al., 2001). En plus de son activité
phospholipase commune a toutes les PI-PLCs, la PLCe est cgpable d'interagir a la fois avec
les protéines G héérotrimériques, qui la simulent comme dans le cas de la PLCb, et surtout
avec la petite GTPase Ras, dont dle régule I'activité en condituant un facteur d échange du
GTP. En ffet, (i) dle contient, a son extrémité N-terminde, un domaine homologue au ste
cataytique du facteur d échange du GTP de Ras, RasGEF; (ii) €le présente, au niveau de son
extrémité C-terminde, un motif répé&é en deux exemplaires homologue au dte de liaison de la
petite GTPase Ras trouvé sur pluseurs proténes (Ras-BS, pour 2Ras-binding site?), ce qui
suggere une interaction directe; et (iii) ele active la voie des MAP-kinases. Par alleurs, la
ddéion des deux domaines Ras-BS de la PLCe inhibe son activité de phospholipase, ce qui

suggere que ces domaines ont auss un réle dans le maintien de sa conformation active.

1.4.2.1. LedomainePH.

Le domaine PH de la PLCd1 est nécessaire et suffisant pour la liaison de la proténe

a la membrane plasmique, a proximité de son subgtrat; I'activation de cette enzyme par une
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hormone (p.ex. I'angiotensne-1l) ou par un ionophore du cadcium entraine seulement sa
redigribution au sein de la membrane plasmique (Vana et Bdla 1998). Le domaine PH de
la PLCd1 <e lie au Ptdins 4,5P2 et surtout a I'lP3 avec une afinité tres supérieure a cdlle du
domaine PH de la pleckdtring, de la dynamine et de la spectrine (Bottomley et al., 1998). L’
activaion de cette enzyme provoque a la fois une diminution locae du Ptdins 45P2, qui est
consommé, et |’augmentation de la production de 1P3. Ce dernier, fixant le domaine PH de la
PLCd1, décroche ains de la membrane cette enzyme qui I'a produite. || Sagit donc d'une
rérorégulaion négative ou 2feed-back négatif2 (Williams, 1999).

En revanche, la PLCgl seat esstidlement cytosolique dans les cdlules
quiescentes e son domaine PH peut, lui, se lier avec une &finité particulierement éevée au
Ptdins 3,4,5P3, ce qui entraine la trandocation de la PLCgl a la membrane (Faasca et al.,
1998). Il s agit sans doute du mécanisme par lequel laPI3K activela PLCg.

Le domaine PH de la PLCb n'interagit ni avec le Ptdins 45P2 ni avec le Ptdins
3,4,5P3 mais plutot avec des lipides membranaires neutres telle que la phosphatidylcholine. 1
ne pemet donc pas ce méme genre dinteraction e semble au contraire impliqué dans
I'interaction directe avec les sous-unités bg des protéines G hétérotrimériques (Wang et al.,
1999).

1.4.2.2. Lemotif EF.

Entre le domaine PH et la maitié X du domaine cataytique se trouve un motif EF qui
lie deux ions de C&’*, mais cette liaison n'affecte pas I'activité des PLCs. Chez la PLCd1, ce
motif interagit avec le cbté C-termina de la protéine et sa déétion inactive la PLCd1, ce qui
suggere un role dans le maintien d'une conformation active de I'enzyme (Nakashima et al.,
1995).

1.4.2.3. Ledomaine catalytique X/Y.

Ce domaine est responsable du clivage des substrats comme le Pidins, le Ptdins 4P et
le Ptdins 4,5P2, avec une nette préférence pour ce dernier, et utilise le Ca?* comme co-facteur.
Chez toutes les PLCs des mammiferes, ce domaine est conditué de deux fragments
homologues consarves désignés X e Y, separés par un dte d'insertion (2linker insartior?),

impliqué dans larégulation de son activité.



1.4.2.4. Leséémentsrégulateursdu site d insertion.

Sur les PLCs de la classe g, on trouve entre les domaines X & Y une région
supplémentaire  particulierement développée, ou dSte dinsation, qui rend compte de la
régulation de ces enzymes. Ce dSte contient en effet un domaine PH dans lequd sont insérés
deux domaines SH2, deux tyrosines phosphorylables et un domaine SH3. La PLCg peut donc
étre recrutée a la membrane et activée en réponse a des simuli extracdlulaires, a la fois par
son domaine PH reconnaissant le Ptdins 3,4,5P3 et par ses deux domaines SH2, recrutés sur
des protéines tyrosine- phosphorylées (Pawson, 1995; Singer et al., 1997).

Ce sont les domaines SH2 qui jouent le role essentiel dans I’ activation de la PLCg,
par son recrutement sur les récepteurs a activité protéine tyrosine-kinase autophosphorylés ou
leurs subgtrats, conduisant a sa propre phosphorylation sur des résidus tyrosines (indiqués par
les éoiles noires sur la Figure 1.10). Il semble toutefois, quen absence d'une interaction
dable de son domaine SH2 avec un récepteur a activité protéine tyrosine-kinase te que celui
du PDGF, la seule phosphorylation des résidus tyrosines de la PLCg ne soit pas suffisante
pour son activation (Katan, 1998). En outre, le domaine SH2 de la PLCg est auss capable de
lier le Ptdins 3,4,5P3 de maniére compétitive avec les résidus tyrosines phosphorylés d autres
proténes membranaires. Le Ptdins 3,4,5P3 interagit donc a la fois avec les domaines SH2 et
PH, ce qui favorise le recrutement et la gtabilisation de la PLCg a la membrane plasmique
(Bae et al., 1998; Faasca et al., 1998, Rameh et al., 1998). Toutefois, en cas de
phosphorylation compléte de la PLCgl par un excés de facteur de croissance, son activation
ne dépend plus de I’ activité de la PI3K (Carpenter et J, 1999). Il n'a pas encore é&é démontré
clarement 9 la liason du domane SH3 de la PLCgl avec des domaines riches en proline

d autres protéines affecte sarégulation in vivo (Williams, 1999).

1.4.25. Ledomaine C2.

Le domaine C2 de la PLCd1 lie trois ions de Ca?*. Ce domaine est conservé dans
diverses protéines, y compris la phospholipase A2, la PKCb et la PKCd, ou ce domaine joue
un role dans la trandocation de ces enzymes a la membrane, initiée par une augmentation de
la concentration en Ca®*, et leur interaction avec les phospholipides membranaires de maniére
cdcium-dépendante. Aucun rle smilare n'a toutefois éé montré pour les PLCs Ce domaine
aurait un réle sructurd, en favorisant la gabilité des PL.Cs des mammiferes (Williams, 1999).
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1.4.2.6. L’extrémitéC-terminale.

Cette extrémité est propre aux isozymes PLCb. Elle contient une proportion éevée
de résdus aginine e lysine, groupés dans deux régions impliquées dans I'interaction avec les
phospholipides membranaires ou avec son activateur, la sous-unité ga de la proténe G. Une
fois activée, cette extrémité présente une activité de GAP spécifique de la sous-unité Gga, ce

qui a pour conséquence de limiter la durée d' activation dela PLCb par cette sous-unité.

1.4.3. Régulation dela PLCg.

Nous nous concentrerons sur la régulation de la PLCg, car dle est la seule classe des
PLCs impliquée dans la sgndisation au dépat de récepteurs proténe-tyrosne kinases
activés, qui peuvent induire la macropinocytose de maniere trangtoire. Comme nous |I’avons
vu, la compostion de la PLCg en différents modules spécidisés dans divers types
dinteractions (proténe/protéine et protéinglipide) contribue a sa trandocation rapide aux
Sites gppropriés au niveau de la membrane plasmique. Elle et donc un intermédiaire dans la
dgndisation cdlulare, non seulement en avd de certains récepteurs proténe-tyrosne
kinases, maisauss delaPI3K.

Magré la samilitude de leur structure et de leur mécanisame d activation, la PLCgl et
la PLCg2 montrent un comportement nettement diginct en réponse a des simuli
extracelulaires et sont donc impliquées dans des voies de sgndisation différentes. Dans les
cdlules RBL-2H3 (dérivées de mastocytomes), la PLCgl est principdement cytosolique a
I'éat de repos, dors que la PLCQ2 est surtout concentrée dans la région périnucléaire a
proximité des saccules golgiens. La dimulation par le rassemblement au récepteur des IgE
(FceR1) active les deux isoformes gl et g2 et entraine leur phosphorylation a la fois en sé&rine
et en tyrosne. Toutefois, seule la PLCgl est trandoquée a la région de la membrane riche en
lamellipodes, dors que laPLCg2 n'est pas redistribuée (Barker et al., 1998).

Ces deux isoformes s diginguent auss par leur reaion avec la PI3K. La

wortmannine inhibe la phosphorylation en s&ine et en tyrosne and que la trandocation de la
PLCgl vers les zones de 2nufflingg membranaire, mais reste sans effet gppréciable sur la
phosphorylation, I'activation e la locdisation subcdlulare de la PLCg2. Ces observations
montrent que la PI3K est en amont de la PLCgl e suggérent I'implication des deux isozymes
de la PLCg dans des voies de signdisations différentes (Barker et al., 1998).
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Ba-Sagi e ses collaborateurs (1993) ont montré que, dans les cdlules
fibroblastiques, le domane SH3 de la PLCgl est capable de Sassocier au cytosquelette
dactine Il et mantenant clarement éabli que le 2rufflingg membranaire dépend d'une
réorganisation du cytosquelette d actine et est controlé par la PI3K. L’ éude de la dynamique
de I'actine e, en paticulier la compréhension du role des produits des régulateurs mgeurs, la
PI3K et la PI-PLC, et de leurs interactions avec les différents composants du cytosquelette
nous éclarera sur les mécanismes de formation des macropinosomes et la régulation de la
macropinocytose.

Les petites GTPases de la famille Rho integrent divers simuli et orientent des
réponses différenciées du cytosquelette d'actine, en modulant des régulateurs digtincts de
diverses protéines régulatrices de I'actine. Pour des raisons de claté dexposé nous
présentons d'abord ces dernieres avant les Rho-GTPases pour pouvoir mieux expliquer
comment les petites GTPases controlent ces divers régulateurs et effecteurs|’ actine.

1.5. La dynamique de |’actine corticale et les proténes contr6lant

sa polymérisation.

1.5.1. Fonctions générales, organisation et perturbation des
microfilaments.

Le cytosquelette définit I'ensemble des réseaux protéques structurés du cytosol. |l
et compose des microtubules, des filaments intermédiaires et des microfilaments d actine.
Les microtubules e les microfilaments dactine sont respectivement impliqués dans la
génération des mouvements cdlulaires a disance longue (par ex. I’ondulation des cils & des
flagdles) et a digance courte (par ex. le glissement des sarcoméres). Microtubules et
microfilaments sont égdement essentieds aux trafics vésiculaires qui traversant le cytoplasme
de toutes les cdlules eucaryotes, respectivement pour les transferts a distance longue (par ex,
le mouvement sdtatoire des endosomes) ou courte (par ex. la fuson des endosomes avec les
lysosomes). De fait, le cytosqueette d actine et nécessaire a de nombreuses étapes du trafic
vésculare, tant dans |'gpparell séerétoire (échange entre le réticulum endoplasmique rugueux
et I'goparell de Golgi, exocytose) que dans |'apparell endocytaire (micropinocytose chez la
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levure, macropinocytose, phagocytose, fuson entre les endosomes ou les phagosomes et les
lysosomes).

L’actine, absente du monde procaryote, est |'une des protéines les plus abondantes
des cdlules eucaryotes. La concentration cdlulaire en monomére d'actine et comprise entre
2 e 8 mg/ml, soit entre 50-200 pM. Dans les cdlules fibroblastiques qui nous intéressent,
environ la moitié de I'actine et a I'éa polymérisé dans les microfilaments (ou actine F, pour
2filamenteusz?), et l'autre moitié et sous forme de monoméres (ou actine G, pour
2globulaire?: 41 kDa). Les microfilaments dactine ont de 5 a 9 nm de diametre et sont
condtitués par I'enroulement en hélice de 2 chaines d'actine polymériste. Ces microfilaments
sont flexibles et polaires. Ils présentent en effet une extrémité dite 2barbelée2 ou (2barbed
end?), d aprés |’ aspect des barbes des épis de blé et une extrémité dite 2pointuez (ou 2pointed
end?), d’apres I'aspect orienté en pointe de fleche de ces microfilaments apres décoration par
la myosine. L’extrémité barbelée est auss appeée extrémité (+), car la vitesse d’éongation y
ed rapide et |'extrémité pointue et auss appelée extremité (-), car la vitesse d' éongation y
est faible, voire négative (dépolymérisation).

Dans les fibroblastes, le cytosquelette dactine présente deux formes d organisation
bien digtinctes dans leur locdisation, leur régulation par les facteurs de croissance, & les voies
de dgndisaion impliquées. (i) les cibles de tenson (ou 2dress fibers?), qui traversent la
cdlule & la rigidifient; et (ii) les réseaux d'actine corticde (ou cytocortex), qui animent la
membrane plasmique. Au niveau du cytocortex, les filaments dactine peuvent en outre former
des protrusons, en longs faisceaux soit perpendiculaires a la membrane, les filipodes, soit en
feuillets membranaires, les lamdles paticipant au 2rufflingz. Ces deux formes d organisation
sont dynamiques et leur activité et contrblée non seulement par la concentration en calcium,
maisauss par un grand nombre de proténes régulatrices.

Le moyen cassque dimpliquer les filaments d'actine dans un processus biologique
et I'emploi dinhibiteurs spécifiques de sa polymérisation, tels que les cytochdasines et la
larunculine, ou de sa déolymérisaion comme la phdloidine (Figure 1.11). Les
cytochdasines bloquent la polymérisation de I'actine en se fixant a I'extrémité en croissance
rgpide des microfilaments (+, 2barbed end?), ce qui prévient I'gout de nouveaux monomeres
dectine G (Yahara et al., 1982). De plus, certanes cytochdasines peuvent provoquer la
coupure des microfilaments (Urbanik & Ware, 1989). Ces deux propriétés rapprochent les
cytochdasnes des gdsolines La latrunculine sequestre l'actine G, comme le fat la b4-

thymosine (Coue et al., 1987; Weber et al., 1992 ; Spector et al., 1999). La phdloidine se fixe
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le long des microfilaments d'actine en formant un complexe dable avec I'actine-ADP/Ri, ce
qui inhibe la libération du phosphate, prévient la dissociation de I'actine G a I'extrémité €), et
dabilise and les microfilaments en inhibant leur dépolymérisation.

Dans des cdlules fixées et pemésbilistes, on peut auss utilisr la phdloidine
couplée a un fluorochrome pour mettre en évidence l'actine F par la microscopie a
fluorescence. Dans les fibroblastes Rat-1 contréles, ou la macropinocytose est un phénomene
exceptionnel, I'examen en microscopie confocae gores marquage des cdlules par la
phdloidine-rhodamine montre essentidlement des cébles de tenson bien individudisés,
souvent colinéaires entre cdlules voisnes dans le prolongement I'une de I'autre. En revanche,
la trandformation des cdlules par les oncogenes v-Src et K-Ras, qui entrainent une
macropinocytose conditutive, s accompagne de la disparition de ces cébles de tenson et d'un
recrutement marqué vers l'actine corticadle, concomitant a I'gpparition du  2ruffling?

membranaire (comme démontré dans la section 2.2).
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Figure 1.11. Le cycle de polymérisation/dépolymérisation de I'actine, sa réqulation et ses
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Cette figure distingue les trois éats de |'actine: |’ actine-ATP (rouge), le complexe actine-
ADP/Pi (bariolé rouge et vert) et I'actine-ADP (vert). Par convention, on désigne comme extrémité
(+), ou 2barbed end?, I’ extrémité des microfilaments a croissance rapide; et |’ extrémité (-) ou 2pointed
end?, celle qui tend a perdre ses monomeéres. Les monomeéres d' actine sont donc continuellement
agoutés a I'extrémité (+) et relargués a I'extrémité (-), comme dans un tapis roulant. Dans les
microfilaments, I'’ATP est hydrolysé en ADP et Pi. C'est la dissociation du Pi qui permet aux
monomeres d’ actine-ADP de se détacher de I’ extrémité (-). Lesmonomeresd’ actine-ADP doivent étre
reconditionnés en actine-ATP avant de pouvoir se fixer al’ extrémité (+) du microfilament.

Pluseurs protéines régulent le cycle de polymérisation/dépolymérisation de I'actine. La
profiline accélére I’ addition a I’ extrémité (+) des monomeéres d’ actine-ATP non séquestrés par la b4-
thymosine (vide infra). La gelsoline coupe les microfilaments d’ actine et coiffe I’ extrémité (+) du
fragment distal qu’elle produit. La dissociation a I’ extrémité (-) est catalysée par la cofiline, qui selie
a |'actine-ADP et la décroche du microfilament. La profiline accéléere également I’ échange d’ ADP
pour I’ ATP au niveau des monomeres d actine. Ceux-ci peuvent étre réversiblement séquestrés par la
b4-thymosine, qui inhibe donc la polymérisation.

Le cycle de polymérisation/dépolymérisation peut auss ére inhibé par trois types de
poisons. Les cytochalasines coiffent I’ extrémité (+) des microfilaments, ce qui empéche I'gout de
monomeéres, tandis que la phalloidine se fixe le long des microfilaments, les stabilisent et empéche
aing leur dépolymérisation. La latrunculine séquestre I’ actine-ATP comme le fait la b4-thymosine.
(Modifié d apres Pollard, Guidebook to the cytoskel eton and motor proteins, Oxford University Press,
1999).
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1.5.2. Lesproténesreégulatrices dela dynamique del’actine corticale.

1.5.2.1. Dynamique et actine corticale.

Plusieurs protéines se liant a I'actine agissent de facon coordonnée pour organiser b
dynamique de I'actine au niveau du cytocortex, et animer and les mouvements de la surface
cdlulare, tds que le 2ruffling?, la macropinocytose, la phagocytose et la matilité cdlulare.
La dynamique du remoddage du cytocortex est le résultat de deux phénomeénes concomitants
opposss. (i) I'organisation des microfilaments par I'addition de monomeres dactine et la
ramification des filaments e (i) la dedtruction de ces réseaux par dépolyméristion et
coupure.

La polymérisation de l'actine peut sopérer de trois maniéres. la création de
microfilaments de novo ou nuclégtion, la croissance linéare de microfilaments préexistants ou
dongetion, et leur extenson dendritique ou ramification Trois mécanismes peuvent accdérer
le recrutement de I'actine corticde (i) la création de nouveaux dtes de nuclédtion; (i) la
généraion de nouvdles extrémités (+) a polymérisation rapide par la coupure de filaments
exigants, et (iii) le démasquage des extrémités (+) existantes. Ces deux derniers mécanismes
sont interdépendants.

Du point de vue thermodynamique, les microfilaments d actine sdlongent lorsque la
concentration critique est dépassée, cette concentration pouvant ére modulée par diverses
protéines régulatrices. La concentration critique (C.) définit la concentration en monomeres
d actine pour lagudle la vitesse de son association a I’extrémité (+) et égde a la vitesse de sa
dissociation a I'extrémité (-). Elle correspond donc a la stuation d équilibre dynamique des

microfilaments d actine.

S actine G + actine F, === actine Ry,
kOFF
aors, Von = kon x [actine G] X [actine Fn)]
Vorr = Korr X [actine F(n+1)]
A I’équilibra Von =Vore
aors, Kon X [actine Geq] X [actine Fn)] = Korr X [actine Fn+1)]

e, en smplifiant, puisque [actine Fn] = [actine F(n+1)], tous deux représentant la
méme structure de polymérisation : kon X [actine Geqy] = Korr,

c-a-d [actine Gequ] = C¢ = Kore/kon

ol korr = constante de vitesse de dissociation, expriméeen s,

et kon = constante de vitesse d’ association, expriméeensix M,
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La concentration critique peut donc ére diminuée, soit par I'augmentation de I'afinité des
monomeéres et donc de la vitesse d asociaion a I'extrémité (+) du microfilament (C'est le cas
de la profiling), soit par le rdentissement de la vitese de disociation a |'extrémité (-) du
microfilament (C' et le cas de laphdlaoidine).

Nous présenterons d'abord les protéines qui accélérent |'addition de monoméres
dactine e favorisent I'dongation des microfilaments comme la profilineg ou leur
ramification, comme le complexe Arp2/3. Ensuite, nous discuterons les proténes qui
entrainent la déorganisation du cytocortex en coupant les microfilaments, comme la

gelsoline, ou en accdérant leur dépolymérisation, comme la cofiline,

1.5.2.2. Lesprotéinesde polymérisation des microfilaments.

15.2.2.1. Laprofiline.

La profiline est une protéine globulaire ubiquiste d environ 15 kDa, tres soluble dans
le cytoplasme (jusgua une concentration de 80 pM). On lui conndlt trois fonctions.
Premiérement, la profiline se lie aux monomeres d'actine dont ele accdére I'échange de
nucléotides en diminuant denviron 1000 fois I'affinité pour I’ADP, ce qui a permis de la
comparer aux facteurs d'échange des GTPases (Figure 1.12). Indirectement, lorsque les
extrémités (+) des microfilaments sont coiffées par la gelsoline, la profiline favorise donc la
sfquestration des monomeres libres dactine-ATP par la b4-thymosne (* sur Fig 1.12).
Deuxiemement, lorsque les extrémités (+) des microfilaments sont libres, leur affinité pour
I'actine G-ATP couplée a la profiline est décuplée, ce qui favorise I'éongation en diminuant
la concentration critique de 10 fois (** sur Fig 1.12). Dans ce cas, la profiline joue le rdle de
transporteur d'actine G, déplacée du réservoir de séquedtration actingb4-thymosine vers
I'extrémité (+) du microfilament. La profiline se dissocie ensuite facilement du monomere
dactine gores sa polymérisation (Figure 1.12). Troisemement, la profiline interagit auss
avec le complexe Arp2/3 (vide infra), ce qui favorise laramification.

L’interaction de la profiline avec les phospho-inogtides D3 ou D4, non seulement la
recrute a la membrane plasmique mas simule en outre son activité d échange ADP/ATP. on
peut conclure que ce double mécanigme doit accdérer I'dongation et la ramification des
microfilaments du cytocortex. La profiline, qui est activée par Src e par Ras autant que par
les facteurs de croissance via la PI3K, occupe donc une fonction importante dans la

sgnalisation vers le cytocortex d actine.
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Figure 1.12. Rdle dela profiline dansla dynamique de I’ actine.
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La profiline accélére la réaction d'échange d’ADP pour I’ATP, ce qui augmente le
contingent des monomeres d'actine compétents pour la polymérisation. Le sort des monomeéres
d actine-ATP dépend de la disponibilité des extrémités (+) des mcrofilaments. Si ces extrémités sont
libres (A), la profiline joue le rdle de transporteur des monomeéres d' actine-ATP vers ces extrémités et
accdere I’éongation. Si les extrémités (+) sont coiffées par la gelsoline (B), I'gout de monomeére a
cette extrémité est impossible, et les monoméres d'actine-ATP sont rapidement séquestrés par la b4-
thymosine. (Modifié d'aprés http://zk.bwh.harvard.edu/projects/actin_ dynamics/actin_dynamics.
html).
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1.5.2.2.2. Le complexe Arp2/3.

Le complexe ubiquiste Arp2/3 et composé de sept sous-unités, chacune présente en
une seule copie les deux proténes liant I'actine Arp2 et Arp3 (pour 2Actin-related protein?)
et cing protéines associées (p40, p34, p21, p20 et pl6; Figure 1.13.A). La fixation latérale du
complexe Arp2/3 sur les microfilaments d'actine génere des embranchements, ce qui induit
une ramification dendritique avec une angulaion caractéristique de 70 degrés. En outre, ce
complexe peut lier la profiling, ce qui accélére I'dongation de ces embranchements. L’ activité
du complexe Arp2/3 est timulée par les membres de la famille de protéines WA Sp/Scar.

La famille des WASp/Scar et impliquée dans la régulation du cytosqudette. On |ui
connait 5 membres. Le membre fondateur et la protéine WASp (pour Wiskott-Aldrich
Syndrome protein). Son expresson est redreinte aux cellules hématopoiétiques humaines, et

dle et mutée dans le syndrome de Wiskott-Aldrich, une mdadie liée au chromosome X

63



caractérisée par un déficit des plaquettes sanguines e des lymphocytes. |l exise deux
homologues ubiquistes de WASp: N-WASp e Scal (ou WAVE pour 2WASp-like
Verproline-homologous protein?), ains que la protéine Scar de Dictyostelium discoideum e la
protéine Lasl7p/Beel de Saccharomyces cerevisiae.

La proténe WASp contient une multitude de domanes dinteraction avec des
proténes-cibles (Figure 1.13B). Elle sasxocie (i) par son extrémité N-terminde aux
phosphoinositides D3; (ii) par sa partie centrde a diverses protéines-cibles comme les petites
GTPases Cdc42 ou Rac (via le domaine CRIB), les protéines Src-kinases et la profiline (via le
domane polyproling); et (iii) par son extrémité C-terminde aux monomeres dactine e au
complexe Arp2/3 (Figure 1.13.C). Les membres de la famille WASp/Scar sont donc recrutés a
la membrane par les phosphoinositides D3 et simulent a leur tour la formation de nouveaux
filaments d'actine et surtout leur ramification, en y recrutant puis en activant le complexe
Arp2/3 (Bdide et Abo, 2000).

Le complexe Arp2/3-WASp/Scar possede donc les propriétés attendues d'un
régulaeur de I'actine réticulée, qui et abondante dans les extensons lamdlaires du
cytocortex, plutbt que de I'actine fasciculée, organisgtion conditutive des cébles de tenson
transcellulaires. Ce complexe et en effet concentré dans les zones de 2ruffling? (Figure 1.14),
ce qui suggere un réle dans la formation de ces protrusons (Svitkina et al., 1997; Welch et
al., 1998). Puisque les produits de la PI3K sont aiss concentrés a ce niveau (Rickert et al.,
2000), on peut comprendre que le recrutement de WASp/Scar sur les phospho-inogtides se
fase préférentidlement a cet endroit, et participe deés lors a I'extension des lamdlipodes en y
activant le complexe Arp2/3.
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Figure 1.13. Organisation du complexe Arp2/3, de ses activateurs WASp/Scar et leurs
interactions avec les filaments d’ actine et leurs protéines-cibles.

A. Interactions au sein du complexe Arp2/3 et avec ses partenaires.

profiline ﬂ

B. Structuremultimodulaire de la protéine WASp en relation avec ses partenaires.
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C. Rdéledu complexe Arp2/3 et de WASp/Scar danslaramification dendritique.

| complexeArp2/3| | WA Sp/Scar -

R X

activation du complexe Arp2/3 liaison du complexe Arp2/3-W A Sp/Scar nucléation latérale
par WASp/Scar au filament d’actine et ramification du microfilament

A. Interactions entre les différents constituants du complexe Arp2/3 et avec leurs protéines
effectrices. B. Structure multimodulaire et interactions de la protéine WASp humaine. A partir de
I’ extrémité Nterminae, on distingue successvement (i) le domaine WH1 (pour 2WASp homology
12), qui présente une structure secondaire proche de celle des domaines PH et interagit avec le Ptdins
345P3 (D3); (ii) le domane CRIB (pour 2Cdc42/Rac Interactive Binding?), qui reconnait
specifiquement les protéines Rac et Cdc42; (iii) le domaine polyproline (riche en résidus prolines
rassemblées en 4 & 9 petits groupes, représenté par le losange P), qui lie les domaines SH3; (iv) le
domaine WH2 (WASp Homology 2) proche de I'extrémité C-terminale, qui est responsable de
I’interaction avec I'actine; (v) le domaine A (riche en résidus acides), qui interagit avec le complexe
Arp2/3. Ces divers domaines peuvent donc recruter WASp/Scar a la membrane. C. Modée
hypothétique de I'activation du complexe Arp2/3 par son association a WASp/Scar, favorisant la
fixation latérale du complexe sur le microfilament. Le résultat final est la ramification dendritique de
filaments préexistants sous la membrane plasmique. (Modifié d' aprés Svitkina et Borisy, 1999; et
Pollard et al., 2001).
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Figure 1.14. Organisation du cytosguelette des kératocytes d’épiderme de poisson,
montrée par la microscopie a fluor escence et éectronique.

En A, double marquage en fluorescence d'une cellule spéciaisée qui montre un lamellipode
géant a son front de migration; I'actine est en bleu et la myosine |l est en rouge. En B, image en
microscopie éectronique d'une cellule semblable. En C, I'image agrandie de B au niveau du
lamellipode montre un réseau dense de microfilaments d'actine ramifiés. En D, un trés fort
grossissement révéle le détail de la ramification dendritique, mise en évidence par diverses pseudo-
couleurs, et souligne la localisation du complexe Arp2/3 au niveau des embranchements, en jaune.
(Repris de la couverture du J. Cdl Biol. 139:397-415, 2000 et http://www.borisylab.nwu.eduw/

pages/suppl emental/kerat.html#images).

1.5.2.3. Lesprotéinesde fragmentation et de dépolymérisation des microfilaments.

1.5.2.3.1. Lesdeux familles de protéines de fragmentation et de dépolymérisation.
Une premiere famille, cdle des gesolines, comprend pluseurs proténes d environ
84 kDa, dont les principaux représentants sont la gelsoline, la villine et I'adséverine. La
gelsoline et largement distribuée et principaement locdisée dans le cytoplasme des cdlules
au repos la villine et concentrée dans les microvillostés des cdlules épithdides
I’adséverine est surtout abondante dans les celules sécrétoires. Ces protéines, composées de
sx domaines homologues, sont gpécidistes dans la coiffe, la fragmentation & la nucléation
(Figure 1.15). Leur interaction avec l'actine requiet une augmentation locde de la
concentration cytosolique en cacium libre qui doit dépasser 10°M. Ceci peut-étre obtenu par
I'activetion de la PLC, qui produit I'IP3 responsable de la libération du cacium a partir du
réticulum endoplasmique. A ces membres de la famille des gelsolines S goutent des protéines
condtituées de seulement trois domaines (par ex. CapG, auss connue sous le nom de gCap39,
et CapZ), ayant seulement une fonction de coiffe mais non de fragmentation
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Une deuxiéme famille, dont les prototypes sont I’ADF et la cofiline, est condtituée de
petites protéines d'environ 21 kDa, qui possedent une sructure tridimensonnelle anaogue
aux deux premiers domaines de la gedsoline, a savoir les domaines 1 et 2 qu sont capables de
< lier a I'extrémité (+) & sur le cté des microfilaments, and qu'aux phospho-inostides D3.
La gdsoline et la cofiline entrent d'alleurs en competition pour leur fixation sur les filaments
dactine (Van Troyset al., 1997).

1.5.2.3.2. Lagelsoline.

La gdsoline, une proténe ubiquiste, doit son nom a sa propriété de pouvoir cliver a
elle saule I'actine F, et de convertir aing en cuvette un gel acdlulaire en sol. La fonction de la
gelsoline est régulée par I'interaction intramoléculaire entre ses parties N- et C-termindes. En
présence d une concentration faible en cacium, les deux domaines sont rapprochés, ce qui
masque les dtes de reconnaissance pour l'actine. En revanche, une éévation de la
concentration en calcium induit un changement de conformation qui ouvre la jonction entre
les paties N- et Gtermindes, chague maitié pouvant dors lier I'actine de fagon indépendante
(Burtnick et al., 1997). La gdsoline and activée coupe les microfilaments d'actine et coiffe
les extrémités (+) nouvellement exposées des fragments distaux, ce qui augmente le nombre
de microfilaments et en diminue lataille (Figure 1.16. 2A et 2B).

Toutefois, en réponse a des gimuli extracdlulaires, la cellule synthétise des phospho-
inogtides D3 ou D4 qui inhibent et/fou séguedtrent la gesoline, ce qui décoiffe les
microfilaments d'actine (2uncapping?). La libération de ces nouvelles extrémités (+) permet
leur dongation. La gesoline peut auss lier les monoméres et les oligomeres d'actine, et créer
ang de nouveau Stes de nucléstion.

La surexpresson de la gdsoline induite par un inhibiteur de |'activité tyrosne-kinase
des membres de la famille Sc, ou une mutation ponctuele qui augmente sa liason aux
phospho-inogtides, aorogent la trandformation cdlulaire induite par les oncogenes v-Src et
HaRas (de Arruda et al., 1992 ; Kwon et al., 1997). Ceci suggere fortement I'implication de
la gesoline en avd de ces oncogenes. L’inactivation de la gelsoline chez les fibroblagtes de
souris  2knock-out2 pour la gelsoline (Gsn") rdentit la matilité cdlulaire, le 2ruffling?
membranaire et |I'endocytose fluide, e saccompagne d' une surexpresson de cing fois de la
protéine Rac. La surexpression stable de la gelsoline dans les fibroblastes Gsn’™ réverse le
surexpresson de Rac et restaure un phénotype norma (Azuma et al., 1998). Toutefois, les
celules dendritiques de souris Gsn’™ montrent un 2ruffling? membranaire et une activité de

macropinocytose compareble a cdlle des celules controles, et dles présentent normaement
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leurs antigénes aux complexes mgeurs d histocompatibilité des classes | e I (West et al.,
1999). La discordance entre les effets de I'absence de la gesoline sur les deux types
cdlulairesn' est pas expliquée.

On a donc pu suggérer que la gesoline et en ava de Rac dans la voie de
sgnalisation des facteurs de croissance vers l'actine, e que la surexpresson de Rac en
I’absence de la gelsoline pourrait assurer une sorte de compensation de la cdlule pour animer
le cytocortex. D'autre part, le fonctionnement norma des cellules dendritiques Gsn’™ suggére
it que les voies de signdisation puissent changer d'un type celulaire a I'autre, soit que le
niveau dexpresson de la cofiline dans ces cdlules est suffisant pour permettre le 2ruffling?
en absence de lagelsoline.

Figure 1.15. Les domaines fonctionnels de la gelsoline et I'interaction avec ses
partenaires.
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Ce schéma montre les domaines associés aux trois fonctions connues de la gelsoline:
coiffe, fragmentation et nucléation. L’activité de coiffe est assurée par les domaines 1, 2 et 3.
L’ activité de fragmentation est due aux domaines 1 et 2, aors que |’ activité de nucléation est liée aux
domaines 2 & 6. Deux sites de liaison du calcium sont identifiés sur la gelsoline: le premier au niveau
du premier domaine et le second a I’ extrémité C-terminae de la protéine. Le deuxieme domaine de
la gelsoline fixe les microfilaments; ce sSite de liaison chevauche celui permettant I’ interaction avec
les phospho-inositides D3 et D4, qui est compris entre les domaines 1 et 2. L’ affinité de la gelsoline
pour les phospho-inositides est supérieure a celle des microfilaments, ce qui explique la capacité des
phospho-inositides de décrocher la gelsoline des microfilaments (2uncapping?). Les domaines 1, 4 et
6 peuvent chacun fixer un monomere d'actine. La caspase 3, une protéase impliquée dans
I’exécution de |’ apoptose, coupe la gelsoline au niveau de la charniére comprise entre les domaines 3
et 4. Ce clivage génére une gelsoline tronquée dont I’ activité devient indépendante du calcium, et qui
est responsable de la destruction compléte du cytosquelette d’ actine pendant | apoptose. (Repris de
http://zk.bwh.harvard.edu/projects/severing capping/index.html).
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Figure 1.16. Modéle d’inter action de la gelsoline avec I’ actine.
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Ce schéma souligne le réle centra de la gelsoline dans la réorganisation de I actine. A faible
concentration en Ca™* (cellule au repos), la gelsoline se présente comme un anneau fermé et est
inactive. Quand la concentration intracellulaire en Ca™* atteint le micromolaire, ou & un pH < 6,5, la
gelsoline s ouvre et devient active. Elle peut en effet s enrouler autour d’un microfilament d actine
gu'elle coupe, et dont ele coiffe I’extrémité (+) du fragment distal (ce qui est schématisé en A). La
gelsoline se lie auss aux monomeres d'actine et peut initier la nucléation de microfilaments qui
s alongent lentement a partir de leur extrémité (-) (ce qui est schématisé en B). Une production locae
de phosphoinositides D3 et D4 décroche la gelsoline des microfilaments d' actine, et la recrute a la
membrane. (Modifié d’ apres Kwiatkowski, 1999).

2B. nucléation et coiffe
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1.5.2.3.3. L'ADF/cofiline.

Cette famille comprend deux isoformes. I’ADF (pour 2Actin  Depolymeizing
Factor?) e la cofiline, genérdement associées en complexe. Dans les cdlules au repos,
I’ ADF/cofiline et locdisée de maniere diffuse dans le cytosol. En réponse a une stimulation,
I’ADF/cofiline se déplace vers le cytocortex associé aux zones de 2rufflingg membranaire.
L’ ADF/cofiline favorise la libération du phosphate du complexe actine-ADP/Pi  incorporé
dans les microfilaments, ce qui accdére la dissociation de I'actine-ADP a partir de I’ extrémité
(-), & accroit le contingent des monoméres dactine-ADP (Figure 1.17). En outre,
I’ADF/cofiline liee aux microfilaments peut les fragmenter, comme le fat la gdsoling
générat and de nouveles extrémités (+) et (-). L'activité de dépolymérisation de
I’ADF/cofiline es inhibée, soit par sa liason aux phospho-inogtides, soit par la
phosphorylation de son résidu sé&rine en postion 3 par la LIM kinase-1, dle-méme activée par
Rac et les PKCs. Chez Dictyostelium discoideum, la surexpression de la cofiline accélere le
mouvement cdlulare e la formetion du Z2rufflingg membranaire. Chez la levure, cette
protéine et surtout locaisée au niveau des invaginations de la membrane plasmique. Elle
jouerait un réle dans la régulation osmotique en contrélant I'endocytose fluide (Lappaainen
et Drubin, 1997 ; Bamburg, 1999).

1.5.2.4. Lesprotéinesderéticulation.

Les protéines de réticulation ont pour fonction de réunir les filaments dactine en un
réseau organise, soit sous forme de fasceaux padldes orientés dans la méme polarité et
éroitement sarrés (10-20 nm), comme dans les filipodes, soit en fasceaux de filaments de
polarité opposee et plus espacés (30-60 nm), comme dans les fibres de tendon contractiles,
soit encore en réseaux laches, basés sur des interconnexions, principdement au niveau du
cortex cdlulaire non différencié. Parmi les protéines de réiculation, on retrouve la filamine,
la-actinine, la cortactine e les MARCKSs (pour 2Myrisoylated Alanine-Rich C Kinase
Subgtrates?).
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Figure 1.17. Les trois effets de I’ADF/cofiline favorisant la dépolymérisation de

I’ actine.
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Ce schéma résume les réles de I’ ADF/cofiline. Celle-ci se lie de maniére coopérative a
certains microfilaments d'actine, ce qui définit deux populations de microfilaments, selon qu'ils sont
décorés par I'ADF/cofiline (donneurs de monomeres) ou non (filaments nus, accepteurs de
monomeres). La stahilité et la dynamique de ces deux populations sont tres différentes. un filament
donneur se dépolymérise 30 fois plus rapidement a son I’extrémité ¢) qu'un filament accepteur.
L’ ADF/cofiline provoque la fragmentation puis la dépolymérisation des microfilaments d' actine, tant
dans la partie composée d' actine-ADP que d' actine-ATP. L’ actine-ATP peut aors étre directement
réutilisée sans reconditionnement. Par ailleurs, I’ ADF/cofiline lie des monoméres d' actine-ADP dont
elle inhibe la réaction d'échange de nucléotides, catalysée par la profiline, et les séquestre sous forme
de complexe ADF/cofiline-actine-ADP. (Modifié d aprés Carlier et al., 1999).



1.5.3. Rélescomplémentairesdu Ca”* et des phospho-inositides dans
le contr6le de la dynamique de |’ actine corticale.

Outre les Rho-GTPases, les effets cordonnés du cacium et des phospho-inogtides
contrdlent la dynamique du cytosquelette d'actine. Suite a I'activation de la PLC par des
gimuli extérieurs, le clivage du Ptdins 4,5P2 génére deux seconds messagers, I'IP3 et le
DAG. L'IP3 libéré dans le cytosol provoque la libération du cdcium a partir du réiculum
endoplasmique, ce qui entraine une augmentation ragpide de la concentration cytosolique en
cacdum. Le cdcdum active les protéines de la famille de gdsoline, qui scindent les filaments
dactine et/ou coiffent les extrémités (+) libres. Toutefois, la gimulaion de la gelsoline et
breve, puisque I'dévation de la concentration du cacium n'est que trandtoire. Apres le retrait
de la gdsoling les multiples fragments engendrés par cdle-ci pourront servir d'amorce a
I'dongation d'un réssau de microfilaments d'une complexité croissante. D’'autre part, la
libération du DAG active pluseurs isoformes de PKCs, dépendantes ou non du cacium, ce
qui active pluseurs voie de sgndisation, y compris celes qui aboutissent & un remodelage du
cytosquelette (Way et al., 2000).

De leur coté les phospho-inositides produits par la PI3K favorisent en générd
I'assemblage des filaments d'actine et leur réticulation au niveau du cytocortex, par le
recrutement a la membrane plasmique d'une multitude de protéines telles que les proténes de
nucléation et de ramification (par ex. le complexe Arp2/3), les proténes de coiffe et de
fragmentation (par ex. la famille de gdsolines) et les proténes de dépolymérisation. On
comprend aisament que le décoiffage des extrémités des microfilaments d'actine favorise la
formation des lamdlipodes, par coopération entre |'éongation accdérée par la profiline & la
ramification assurée par le complexe Arp2/3. Par alleurs, la synthése de phospho-inostides
prévient la dépolymérisation de I'acting, par I'inhibition de I'activité de la famille des
gelsolines et de I'ADF/cofiline (Figures 1.17 et 1.18).
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Figure 1.18. Effet coordonné des phospho-inositides sur_les propriétés des protéines
reégulatrices du cytosguelette d’ actine.
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Les phospho-inositides D3 et D4 neutralisent par séquestration plusieurs protéines qui
pourraient désorganiser le cytosquelette d’ actine (cercle rouge). lls libérent ains les microfilaments
des protéines a fonction unique de coiffe (CapZ et CapG), des proténes de coiffe et de fragmentation
(gelsoline, adséverine et villing), e des protéines de fragmentation et de dépolymérisation
(ADF/cofiline). Au contraire, ces phospho-inositides favorisent la polymérisation de I’ actine (cercles
verts) en stimulant la réaction d’'échange de nucléotides cataysée par la profiline (par interaction
directe avec celle-ci), ains que la nucléation et la ramification assurée par le complexe Arp2/3 (par
interaction directe avec leur stimulateur WA Sp/Scar). Le cytosquelette d’ actine est enfin réticulé par
I'a-actinine et les filamines et attaché a la membrane par un ensemble de proténes d’ ancrage comme
la vinculine et la famille ERM (pour Ezrine, Radixine, et Moésine). Ces facteurs d’ ancrage sont auss
recrutés sur la membrane plasmique par les phospho-inositides D3 et D4. (Schéma créé d apres
http://zk.bwh.harvard.edu/projects/signaing/index.html).
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1.6. Les Rho-GTPases.

1.6.1. Introduction.

La supefamille des peites GTPases (monomeériques) comprend chez les
mammiféeres plus de 80 membres, regroupés en six familles: Ras, Rho, Rab, Ran, Rad et Arf.
Pami cdles-d, les Rho-GTPases interviennent dans de multiples propriétés teles que la
morphologie cdlulare générde la pinocytose, la phagocytose e la moetilité cdlulare la
régulation de la transcription des genes par JNK €c-Jun N-termind kinase?) et la progression
dans le cycle cdlulaire (relas de Ras). On disingue quinze membres des Rho-GTPases chez
les mammiferes Rho (A, B et C), Rac (1, 2 et 3), Cdc42 (Cdcd2Hs et G25K), Rndl/Rho6,
Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE, RhoD, RhoG, TC10 e TTF (Kjdler et Hal, 1999 ; Bishop et Hall,
2000). Ces protéines sont de taille comparable (entre 190 et 195 acides aminés) et de structure
smilaire (40-95 % d' identité).

Les petites protéines G de la famille Rho coordonnent I’ organisation dynamique du
cytosquelette d'actine. A I'état activé, Cde42 induit la formation des filipodes, Rac augmente
la polymérisation ramifiée de I'actine entrainant la formaion de protrusons lamdlares
(rufflingg  membranaire, formatiion de macropinosomes e de phagosomes) e Rho induit
I'assemblage des fibres intracdlulaires dga polymérisées en cébles de tension, qui permettent

alacdlule dexercer les forces de traction nécessaires a samigration.

1.6.2. Régulation des Rho-GT Pases.

1.6.2.1. Cycled activation/inactivation des Rho-GTPases.

Comme toutes les petites GTPases, les Rho-GTPases présentent deux conformations:.
I'une active, liée au GTP, et |'autre inective, liée au GDP. L’activité des Rho-GTPases et
modulée par trois classes de régulateurs. les GEFs (2Guanine nuclectide Exchange Factors?),
qui les activent en accéérant la réaction d'échange de leur GDP pour du GTP, les GAPs
(3GTPases Adivding Proteins?), qui inhibent leur fonction cdlulare en activant leur
propriété intrinseque de GTPase naturelement lente, & les GDIs (2Guanine nuclectide
Dissocidtion  Inhibitors?), qui les maintiennent a I'éa inactif en inhibant la dissociation de
leur GDP cataysée par les GEFs (Figure 1.20). La fonction des Rho-GTPases dans la cdlule

nécesste leur insation dans le felillet interne de la membrane plasmique par une ancre
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lipidique (générdement géranylgéranyle pour Rho, Rac e Cdc42), atachée de maniere
covdente pres de leur extrémité C-teminde. Un moyen dassque dimpliquer une Rho-
GTPase paticuliére dans un processus cdlulare et I'andyse de transfectants surexprimant
soit une forme congtitutivement inactive (par ex. la subgtitution chez Rac de Ser'’ par Asn'’,
qui abalit la liason du GTP): on pale de 2dominants-négaifs?; soit une forme
condtitutivement active (par ex. la substitution chez Rac de Gly*? par Val'?, qui abolit son
activité GTPase intrinsdque): on parle de 2dominants-postifs?.

Figure 1.20. Le cycled’activation/inactivation des Rho-GT Pases.
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Ce schéma montre les interactions des membres de la famille des Rho-GTPases
(symbolysées par Rxx) avec leurs régulateurs. Dans une cellule au repos, Rxx est séquestrée dans le
cytosol par le GDI qui reconnait spécifiquement le groupement isoprénylé de la forme inactive liée au
GDP (Rxx-GDP). Lors d'une stimulation, GDI se décroche de Rxx-GDP, qui peut déslors s ancrer a
la membrane plasmique par son extrémité isoprénylée, a proximité du facteur d'échange de nucléotides
qui lui est propre (GEF). Le remplacement de son GDP par du GTP active Rxx (Rxx-GTP), en
induisant un changement conformationnel qui favorise son association avec ses effecteurs, ce qui
relaye la signdlisation cellulaire. La liaison de la protéine GAP sur Rxx, qui accééere sa réaction
intrinseque d'hydrolyse du GTP en GDP, I'inactive et &eint par conséguent le signa. La protéine Rxx-
GDP est ensuite piégée dans le cytosol par le GDI. (D’ aprés Olofsson, 1999).
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1.6.2.2. LesRho-GEFs.

Les GEFs sont les activateurs de la fonction de sgndisation des protéines G. Chez
les mammiféres, on en a identifié plus de 30, touts caractérises par la présence d'un domaine
homologue a cdlui de I’oncogene Dbl, appelé DH (2Dbl Homology domair?), qui catayse la
réaction d'échange GTP/GDP. Ce domaine et toujours adjacent a un domaine PH, qui peut-
étre recruté par des phospho-inogtides au niveau de la membrane plasmique. La spécificité de
cette interaction conduit parfois a des effets opposés. Aingd, la liaison du Ptdins 4,5P2 au
domaine PH de Vav, un GEF spécifique de Rac, inhibe son activité dors que la liaison du
Ptdins 3/4,5P3 la simule (Han et al., 1998). En outre, la phosphorylation des GEFs sur une
tyrosne (par ex. chez Vav), ou une thréonine (par ex. chez Tiaml), peut participer a leur
activation. Le niveau dactivité des GEFs résulte donc de deux fonctions coopératives, la
liason aux phospho-inogtides et leur phosphorylation (Kjdler et Hal, 1999). Enfin, on
trouve chez les GEFs dautres motifs d'interaction protéine/protéine (par ex. des domaines
SH2 et SH3), qui interviennent dans leur locdisation subcelulaire.

1.6.2.3. LesRho-GDIs.

Les Rho-GDIs sont au contraire des inhibiteurs de la fonction de sgndisation des
protéines G. Ces facteurs encore ma connus, dont 3 membres seulement ont é&é décrits,
Sassocient préférentidlement a I'extrémité isoprénylée de la forme inactive des Rho-
GTPases, & empéchent en outre la libération du GDP. Le masguage de I'ancre isoprénylée
squestre les Rho-GTPases dans le cytosol, ce qui les maintient & I'é&at inactif. Lors d'une
dimulation par des facteurs de croissance, la dissociation des Rho-GDIs démasgue I'ancre
isoprénylée des Rho-GTPases encore inactives, ce qui permet leur recrutement a la membrane
et leur activation par les GEFs (Scita et al., 2000; Michaglson et al., 2001).

1.6.24. LesRho-GAPs.

Les Rho-GAPs sont égdement des inhibiteurs de la fonction de sgndisation des
protéines G. Les 16 membres connus de cette famille accélérent I'activité GTPase intrinséque
des protéines G, ce qui raccourcit leur éta actif e aténue par conséquent leur signdisation
cdlulare. Cetaines Rho-GAPs ont é&é impliquées dans la réorganisation du cytosquelette
dactine et dans I'adhérence cdlulare. Dans les fibroblastes transformés par v-Src, la
tyrosne-phosphorylation de la pl190Rho-GAP provoque son association avec la pl20Ras
GAP, complexe qui active Rho-GAP, inactive par conséquent Rho, et entraine la disparition
des cébles de tenson (Fincham et al., 1999; Scita et al., 2000). Ce mécanisme, en reléchant la
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tendon sur la membrane péricdlulare, facilite sans doute la macropinocytose conditutive

produite dans ces cellules par v-Src (suggéré par les résultats de notre travail).

1.6.2.5. Perversion des Rho-GTPases par des toxines bactériennes.

Le cyde dactivationfinactivation des Rho-GTPases peut ére perverti a pluseurs
niveaux par diverses toxines bactériennes. Certaines traversent spontanément les membranes
et inhibent les Rho-GTPases par des additions covaentes qui empéchent leur activation par
les GEFs. Ains, les C3 exo-enzymes cataysent I’ ADP-ribosylation de RhoA/B/C sur I’ As™.
Cest par ce mécanisme que la C3-trandéase, une toxine bactérienne produite par
Clostridium botulinum, inhibe Rho. De méme, les glycosyltranférases cadysent la O-
glycosylation de Rho en Thr®®, et celle de Rec et de Cde42 en Thr¥’ (c'est le cas de la toxine B
de Clostridium difficile, spécifique de Rac et de Cdc42). D’autres, au contraire, activent les
Rho-GTPases en inhibant leur activité GTPase intrinseque, soit par déamidation de Rho en
GIn®® ou de Rac et de Cdc42 en GIn®! [c’'est le cas de la toxine CNF @ Cytotoxic Necrotising
Factor?) d Escherischia coli], soit par transglutamination sur la GIn®® de Rho ou sur la GIn®?
de Rac et Cdc42 [par ex. latoxine DNT (2DermoNecrotic Toxir?) de Bordetella pertussig].

D’autres toxines encore sont directement injectées par les bactéries qui les produisent
dans le cytosol des cdlules infectées. Ces toxines miment la fonction soit des GAPs @ GAP-
likez, par ex. YopE de Yersinia pseudotuberculosis), soit des GEFs (2 GEF-like?, par ex. SopE
de Salmonella typhimurium; pour une revue, voir Lerm et al., 2000). C'est le mécanisme
exploité par certaines bactéries entéropathogénes pour réorganiser le cytosquelette de celules
cibles tdles que les entérocytes qui ne phagocytent normadement pas, de maniére a induire
leur pénération par une sorte de macropinocytose. Cette forme inhabituelle de phagocytose
ne nécessite en effet pas le mécaniame habitud de contact direct multiple, de type 2fermeture-
édarz, utilise pour la capture de particules opsonisées par des anticorps ou recouvertes par le
complément. C'est aind que Salmonella typhimurium injecte la toxine SopE qui agit comme
un GEF & active Rac & Cdc42, ce qui induit la formation du 2rufflingg membranaire et la
macropinocytose. Cette bactérie et dors inté&riorisee par des 2véscules spacieuses?,
équivalentes aux macropinosomes. Le processus est ensuite arrété par I'injection ultérieure
d une autre toxine appelée SptP, qui agit comme une GAP, et inactive Rac et Cdc42 (Hardt et
al., 1998; Lerm et al., 2000).
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1.6.3. Effetscellulaires et moléculaires des Rho-G T Pases.

1.6.3.1. Effetsdistincts des Rho-GTPases.

La fonction principde de Rho-GTPases est de coordonner le type d organisation du
cytosquelette dactine. L'acide lysophosphatidique, produit a partir de I'acide phosphatidique
par la phospholipase A2, et un activateur de diverses fonctions cdlulares y compris la
réraction de newrites, l'agrégation de plaquettes, et la prolifération cdlulaire. L'acide
lysophosphatidique induit la formation et la contrection des cébles de tendon and que leur
association a la matrice extracdlulaire par les plagues d adhérence: ces effets dépendants de
Rho sont inhibés par la C3-transférase de Clostridium botulinum. Divers facteurs de
croissance (PDGF, EGF ou insuline) induisent le ruffling? membranaire: cet effet est aboli par
I'expresson d'une forme 2dominante-négetive? de Rac. Enfin, la formaion des filipodes
induite par la bradykinine et inhibée par I'expresson d'une forme 2dominante-négative? de
CdcA2. Ces diverses expériences menent a la concluson que Rho, Rac et Cdc42 interviennent
dans trois voies de dgndisation distinctes a partir de divers récepteurs membranaires et
ménent respectivement a la formation des cébles de tenson, du 2ruffling? membranaire et des
filipodes (Hall, 1998).

1.6.3.2. Meécanismes généraux d'interaction des Rho-GTPases avec leurs
effecteurs.

La comparaison de la structure des Rho-GTPases, déerminée par diffraction aux
rayons X, met en évidence un changement conformationnd sdon que le crigd a éé obtenu a
partir d'une protéines liee au GDP ou au GTP. Cette différence affecte principalement deux
boucles, appelées 2Switch regions? | et |l, par lesquelles dles interagissent avec leurs cibles
specifiques. Ces changements de conformation contribuent sans doute a permettre  aux
proténes effectrices de digtinguer entre la forme active ou inactive. L’utilisation de mutations
ponctuelles a montré que les différentes protéines-cibles des Rho-GTPases interagissent le
plus souvent au niveau de la boucle |. Des éudes de dructure par résonance magnétique
nucléaire des différentes proténes-cibles ont identifié les motifs responsdbles de cette
interaction, par exemple le motif CRIB (pour Cdc42/Rac-Interactive Binding) et un motif du
coté N-termind de la protéine appedé REM (pour 2Rho Effector homology?), condtitué de
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trois fermetures-éclair a leucines (2leucine zipper2) gopelées HR1, ce matif lie exclusvement
Rho (Tableau 1.5).

En regle générde, les cibles des Rho-GTPases présentent, a I'éat non stimulé, une
conformaion fermée dans laquelle le domane fonctionnd est masqué par un domane
régulateur. L’interaction avec une Rho-GTPase liée au GTP ouvre la cible, ce qui permet au
domaine fonctionnd d'exercer son effet (Cest le cas pour ROK, Dia & WASP). Le
changement de conformation d'une Rho-GTPase, suite a I’hydrolyse de son GTP, entraine la
dissociation de son effecteur qui reprend dors la conformation fermée, inactive. Toutefois
dans le cas de PAK 1-3, la fixation de Rho-GTP dimule son activité Ser/Thr-kinase;
I"autophosphorylation qui en résulte maintient une forme active qui devient indépendante de
I'interaction avec la Rho-GTPase qui I'avait 2dluméez. Signdons enfin que I'interaction avec
Rho-GTP ne conduit pas nécessairement a une activation: aind la DAG-kinase e inhibée par
cette interaction (Bishop et Hall, 2000).

1.6.3.3. Signalisation en aval de Rho.

L'activation de Rho rassemble les microfilaments préexigants, conduisat a la
formation de cébles de tenson g les intégrines sont gimulées par interaction avec leur ligand
dans la matrice extracelulaire. On peut donc conclure que les effecteurs de Rho régulent la
fonction des protéines de réticulation. Dans les cdlules non musculares, I'activité de la
myosine 1l, composée de deux chaines lourdes et quatre chaines 1égéres Myosin Light Chains
ou MLC), est régulée par la phosphorylation de la MLC stimulée par Rho, ce qui provoque un
changement conformationnd de la myosne e favorise son  associdion avec les
microfilaments (Burridge, 1999).

Les trois cibles principdes de Rho-GTP, requises pour I'assemblage et la contraction
des cébles de tension and que pour I'adhérence cdlulare sont la pl40mDia (2mammadian
homolog of Drosophila Diaphanous?), les protéines ROKs gRho associated Kinase?), et la
Ptdins 4P5-kinase (Figure 1.21). Parmi les autres effecteurs de la proténe Rho, citons a titre
d’ exemple: PKN/PRK1, PRK2, la citron-kinase, MBS, la DAG-kinase, la PLD, la rhophiline,
larhotékine et la kinectine. Nous reviendrons sur la PLD dans les perspectives.

La protéine pl40mDia joue le role d adaptateur en liant Rho-GTP au cytosquelette
dactine. Une fois activée par Rho-GTP, pl40mDia recrute a son tour la profiling, ce qui
gimule I dongation des microfilaments d’ actine et la condtitution des cébles de tension.

Les ROKs (p164ROKa et pl60ROKDb), deux sérinegthréonine-kinases, activées par
ligson a Rho-GTP, phosphorylent la MLC, e inactivent par phosphorylation sa phosphatase
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(MLC Phosphatase ou MLCP). Ces deux effets concordants entrainent I'activation de la
myosine & la rétraction des cébles de tenson. Une autre cible de ROK est la sé&rine-kinase
agopelée LIMK. Cdle-ci possede un domaine dinteraction proténe/proténe appeé LIM,
(pour 1-11, id-1, mec-3, les premiers genes qui codent pour les proténes ou I'on a identifié ce
motif), contenant une séguence consensus riche en cystéines formant deux doigts a zinc. La
LIM-kinase sassocie avec les filaments dactine par son extrémité C-terminde qui contient le
domane catdytique, e dle inhibe par phosphorylaion la cofiling ce qui Sabilise les
microfilaments.

Enfin, Rho et capable de lier et dactiver la Ptdins 4P 5-kinase, qui synthétise le
Ptdins 4,5P2 ou PIP2. D’une part, le PIP2 séquestre la gelsoline, ce qui libere les extrémités
(+) des microfilaments et permet le recrutement de la profiling; la polymérisation de I'actine
et donc favorisee. D’autre pat, le PIP2 fixe la vinculine, qui permet I'ancrage des
microfilaments a la membrane plasmique e favorise par consdquent la formation des plagues
d adhérence focae en continuité avec les cébles de tenson. Ceci assure I’ ancrage de la cdlule
alameatrice extracdlulaire (Bishop et Hal, 2000).
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Tableau 1.5. Interactions entre les Rho-GTPases et leur s effecteur s potentiels.

Effecteurs Type de protéine Fonction Motif de Rho-GTPase(s)

potentiels liason partenaire(s)
des Rho-GTPases
PKN/PRK1, PRK2| Ser/Thr-kinase ? REM Rho - -
p70 S6-kinase traduction - - Rac | Cdc42
PAK1, 2, 3 JINK/actine CRIB - Rac ?
PAK4 actine CRIB - - Cdc42
MRCKa, MRCKb " actine CRIB - - Cdc42

Cdc42

Ptdins 4P 5-kinase lipide-kinase Ptdins 4,5P2/actine Rho Rac -
PI3K " D3 - - Rac | Cdc42
DAG-kinase " PA - Rho Rac -
PLD lipase PA - Rho Rac | Cdc42
PLCb2 " DAG/IP3 - - Rac | Cdc42
Dial, Dia2 Proténe detrame actine - Rho - -
WASp, N-WASP " " CRIB - Cdc42
WAVE/Scar CRIB - Rac -
pe7°"> NADPH oxidase - - Rac -

Ce tableau illustre certains effecteurs potentiels des Rho-GTPases, leur fonction et leur motif
dinteraction avec les Rho-GTPases. REM (2Rho Effector Homology?) et CRIB @Cdc42/Rac-

Interactive Binding?). (Modifié d' aprés Bishop et Hall, 2000).

Abréviations;

PKN = Protein Kinase N
PAK = p21-Activated Kinase

JINK = 2¢-jun N-terminal Kinase?.

MRCK = 2Myotonic dystrophy kinase-Related Cdc42-binding Kinase?
PLD = Phospholipase D
Dia= 2mammdian homolog of Drosophila Diaphanous?

p67°" = facteur cytosolique impliqué dans |’ activation de la NADPH oxidase
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Figure1.21. L esvoies de signalisation induites par Rho.
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Cette figure introduit les trois cibles de Rho-GTP et souligne comment leurs effets convergent
pour créer des cables d'actine transcellulaires, stimuler leur tension mécanique et favoriser leur
association aux plaques d’ adhérence focae. Pour les détails des cascades de signdlisation, voir le texte
ci-dessus. (Modifié d’ aprés Bishop et Hall, 2000).

r étraction adhérences focales

1.6.3.4. Signalisation en aval de Cdc42.

Deux cibles de Cdc42 sont impliquées dans la formation des filipodes (Figure 1.22):
les p2l-activated-kinases (ou PAKs) e N-WASP, dga décrite. La famille des PAKs
rassemble des Ser/Thr-kinases impliquées dans la cascade de sgndisation en avd a la fois de
Cdc42 e de Rac, dans linduction de filipodes et des lamelles associées au 2ruffling?
respectivement. Les PAKs se lient in vitro & ces deux GTPases avec une certaine spécificité,
Aing, PAK1 & PAK3 se lient tous deux a Cdc42 et a Rac; PAK2 en revanche blogue
SHectivement l'activité GTPase intrinseque de Rac mais non cdle de Cdc42, dors que PAK4
reconnait exclusvement Cdc42. PAK1 exerce deux effets opposés sur les microfilaments
corticaux et centraux: d'une part, ele active par phosphorylaion la LIM-kinase, qui inactive
par phosphorylation la coofiline e dabilise and les microfilaments, sans  doute
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préférentidlement au niveau du cytocortex ou se forment les filipodes, e dautre pat, ele
inactive par phosphorylation la MLC-kinase, ce qui diminue la phosphorylation de la MLC et
réduit and I'assemblage de I'actomyosine au niveau des cables de tenson (Bishop et Hal,
2000).

Par alleurs, les PAKs sont impliquées dans la sgndisation par les récepteurs de
I'EGF e du PDGF. En €ffet, eles contiennent & leur extrémité N-terminde un domaine riche
en proline, capable d'interagir avec la protéine NCK qui contient trois motifs SH3 et un motif
SH2. Cette protéine NCK joue aing le role de protéine adaptatrice, en connectant les PAKs et
divers récepteurs tyrosine-kinases, ce qui relie les voies de dgndisation simulées par ces
récepteurs a celles déclenchées par les GTPases (Galisteo et al., 1996).

Une autre cible de Cdc42 est N-WASP, avec laquelle Cdc42 interagit directement
par son domaine CRIB, & paticipe and au recrutement a la membrane plasmique du
complexe profilingN-WASP/Arp2/3/actine-G. Ceci a pour conséquence de dimuler la
nucléation et I'dongation des microfilaments (Bishop e Hal, 2000). Beaucoup d autres
effecteurs de Cdc42 sont impliqués dans la réorganisation du cytocortex d'actine et la motilité
cdlulare (MRCKs, C1P4, LIMK1, Bnilp, Bnrlp, Ack, 1Q-GAP, MLK23, MSE55 et
MEKK4). Parmi ceux-ci, les MRCKs (ou Myotonic dystrophy kinase-Related Cdc42-binding
Kinases), des Sea/Thr-kinases multimodulaires, contiennent une région N-terminde
dinteraction avec Cdc42 e Rac andogue a cdle des PAKs, un domaine PH, un domaine
riche en cystéines andogue a cdui trouvé dans la région régulatrice des PKCs, e un domaine
kinase dmilare a la Rho-kinase. Les MRCKSs, recrutées au niveau du cytocortex par leur
région N-terminde, y activent par phosphorylation la MLC e sont aing impliquées dans la
moatilité desfilipodes (Leung et al., 1998).

Enfin, la p70 S6-kinase, une autre Ser/Thr-kinase activée par des facteurs de
croissance, sassocie a Rac et a Cdc42. L’activation de la p70 S6-kinase est bloquée par les
formes 2dominantes-négatives? de ces deux petites GTPases. La p70 S6-kinase peut étre
inhibée de maniere expé&imentde par la rgpamycine, qui abroge la formation des cébles de
tendon induite par |'acide lysophosphatidique. Tout ceci suggere que la p70 S6-kinase

participe auss aleur formation, sans que I’ on sache trés bien comment dle agit.
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Figure 1.22. L es voies de signalisation induites par Cdc42 et Rac.
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Cette figure souligne I'intrication des voies de signalisation de Rac et de Cdc42 vers les

filipodes et les zones de 2rufflingg membranaire, deux types de protrusions qui coexistent souvent
dans les cdlules stimulées. Le contréle de Rac par Cdc42 a été démontré en réponse a la bradykinine
mais sa généralisation reste incertaine. Pour le détail des cascades de signdisation, voir le texte.
(Modifié d' apres Bishop et Hall, 2000).

1.6.3.5. Signalisation en aval de Rac.

Les GTPases Rac sont des rdas intracelulaires essentids pour lintégration des
sgnaux controlant la croissance, la divison e la migration cdlulare. Dans la sgndisaion en
avd de Rac, on trouve deux groupes d effecteurs impliqués dans la réorganisation de l'actine
corticde conduisant a la formation des lamelles membranaires et a leur activité de 2ruffling?.
Les effecteurs communs (partagés avec Cdc42) comprennent certaines PAKS, les MRCKs et
la p70 S6-kinase d§a décrites sous Cdc42, aind que la PI3K, MLK3, MEKK4 et 1Q-GAP.
Les effecteurs exclusfs de Rac sont la Ptdins 4P 5-kinase de type |, POR-1 et pl40Sra-1.
Nous nous concentrerons sur certains représentants de chague catégorie.
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PAK est nécessaire et suffisante pour la macropinocytose des fibroblastes NIH3T3
gimulés par le PDGF, et dle a é¢é locdisée au niveau des zones de 2ruffling? membranaire
(Dharmawardhane et al., 2000). Rac, comme Rho, induit la phosphorylation de la LIMK via
PAK. Il Sagit dun rdas essntid, car une mutation inactivant la LIMK empéche la
réorganisation du cytosquelette d'actine induite par Rac e par Cdc42. Puisque la cible
maeure de la LIMK est la cofiline, ceci suggére que la phosphorylation de la cofiline est
nécessaire a la voie de sgndisation de ces Rho-GTPases. Nous avons dga vu que PAK est
capable d'inactiver par phosphorylation la MLC-kinase, diminuant aind le taux de la MLC
phosphorylée, ce qui réduit I'assemblage de I'actomyosine (Bishop et Hal, 2000). On peut
donc comprendre que Rac favorise la disparition des cébles de tension.

La cible propre de Rac la mieux caractérisée est la Ptdins 4P 5kinase. Sous la forme
liée au GDP, Rac peut former un complexe par interaction directe avec Rho-GDI et avec la
Ptdins 4P 5-kinase. Cette derniére peut auss interagr avec la DAG-kinase (Tolias et al.,
1998). En réponse a une simulation par le PDGF, le complexe Rac-GDP/Rho-GDI/Ptdins 4P
5-kinaseDAG-kinase e recruté a la membrane, et la DAG-kinase produit I'acide
phosphatidique (PA) qui simule en retour la Ptdins 4P 5kinase a produire le Ptdins 4,5P2
(Jackowski et Rock, 1989). Ce phospho-inogtide peut jouer deux roles distincts: la dissociation
du complexe Rac/Rho-GDI, ce qui favorise |'activation de Rac et augmente la polymérisation
de !’ actine, et le décoiffage (2uncapping?) des microfilaments.

La proténe WAVE ou Scarl, est un autre effecteur sdectif de Rac. Lorsgu’elle est
locdisée au niveau des zones de 2rufflingg membranaire, Wasp/Scar y recrute une multitude
de protéines parmi lesquelles les monomeres d’actine, le complexe Arp2/3 et la profiline, ce
qui favorise la nudédtion, e la ramification e I'@ongation des microfilaments corticaux
(Svitkina et Borisy, 1999).

1.6.3.6. Communication entre les Rho-GTPases.

La coordination du cytosquelette d actine nécesdte des régulateurs souvent opposés
pour la formation des cébles de tenson d'une pat, et cele des filipodes et lamelles
membranaires d'autre pat. Ceci expliqgue une communication 2(cross-tak)?: (i) entre les
diverses Rho-GTPases, (ii) dans leur sgndisation en amont; et (iii) dans leurs rdais en avd.
La nature exacte de cette communication n'est pas encore bien éablie et peut dalleurs varier
entre les types cdlulares. Un exemple peu représentetif est I'activation séquentidle de
Cdc42, Rac puis de Rho dans les fibroblastes Swiss 3T3 activés par la bradykinine. Cette
dimulation induit d'abord une activation regpide de Cdcd2, qui active a son tour Raec
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(rappelons que les lamdles soutenant le 2ruffling? sont souvent associées aux filipodes).
Aprés 10 a 15 minutes, Rac induit I'activation de Rho. Dans la mgorité des types cdlulares,
il a & montré au contraire un antagonisme entre Rho et Rac/Cdc42 (Aspenstrom, 1999;
Kjdler et Hall, 1999).

La coordination entre les Rho-GTPases dépend en outre de régulateurs en amont des
Rho-GTPases. Aind, la réorganisation du cytosquelette d'actine aprés transformation des
fibroblagtes par v-Src nécessite I'inactivation de Rho (via I'activation de la p190Rho-GAP) et
I'activation de Rac et Cdc42 (via I'activation de leur GEF;, Fincham et al., 1999). De méme,
Ras est cgpable d'inactiver Rho (via I'activation du complexe pl20Ras- GAP/p190Rho-GAP,
McGlade et al., 1993) et d activer Rac et Cdc42 (via la PI3K qui active leur GEFs). Ces deux
exemples illugrent |'antagonisme entre Rho et Rac/Cdc42. Dans d autres circonstances, Ras
inactive les trois Rho-GTPases a la fois I'inactivation de Rho vient d ére décrite; cdle de
Rac et de CdcA2 réaulte de I’ activation de leur GAP, la RalBP.

Dans notre travail, nous avons noté que la transformation des fibroblastes Rat-1 par
les oncogéenes v-Src et K-Ras induit a la fois la digparition des cébles de tenson (suggérant
I'inhibition de Rho) & la polymérisation de I'actine au niveau du cytocortex produisant les
filipodes e des lamdles membranaires responsables du 2rufflingg et productrices des
macropinosomes (indiquant I'activation de Cdc42/Rac). Des inhibiteurs pharmacologiques et
la forme 2dominante-négetive? de la PI3K entrainent la réverson du phénotype transformé
(comme notre travail le démontre). Ceci montre le rble-clé de la PI3K comme coordinateur en
ava de ces oncogenes, et sans doute en amont de Rho et Rac.

Dans les cdlules dendritiques immatures isolées de la rate, la macropinocytose
conditutive requiert Rac et I'dimination des cébles de tenson par la toxine B de Clostridium
difficile ne suffit pas pour induire la macropinocytose (West et al., 2000). Ceci suggére que
I’dimination des cébles de tenson est sans doute une étape nécessaire pour relécher la tension
de la membrane (Raucher e Sheetz, 2000), mas pas suffisante pour former les
macropinosomes. La macropinocytose serait donc surtout régulée par Rac qui permet la
réorganisation ramifiéee des microfilaments au niveau du cytocortex, et induit and la
formation du 2ruffling? indispensable pour former les macropinosomes. De son coté, le
groupe de Mdlman a montré que la microinjection du 2dominant-négatif2 de Cdc42 abroge la
macropinocytose conditutive des celules dendritiques immatures isolées de la moele
osseuse, tandis que la microinjection du 2dominant-pogtif? de Cdc42 dans les cdlules
dendritiques matures suffit pour induire la macropinocytose (Garett et al., 2000). Ceci
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montre que Cdc42 est nécessaire et suffisant pour induire la macropinocytose dans les cdlules
dendritiques et suggéere qu'elle et en amont de Rac, comme cda a &é montré en réponse a la
bradykinine (Figure 1.22). En outre, Rac et Cdc42 partagent plusieurs effecteurs communs, ce
qui explique leur implication smultanée dans pluseurs processus cdlulaires. En accord avec

ces obsarvations, I'induction smultanée chez les fibroblastes Rat-1, par les deux oncogenes v
Src et K-Ras, des filipodes et des lamelipodes caractéristiques des cdlules en mouvement,

and que du 2rufflingg membranare et de la macropinocytose conditutive, suggere une

relation éroite entre la mohilité cdlulaire et |a macropinocytose.
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CHAPITRE 2. RESULTATS.

2.1. Publication N°1. Reégulation par I’AMP-cyclique de la
formation et du sort des macropinosomes dans les fibroblastes

transformeés par v-Src.

2.1.1. Résumé.

La transformation dable des fibroblastes Rat-1 par I'oncogene v-Sc induit une
macropinocytose condtitutive, qui se traduit par un doublement de la vitesse d'accumulation
d'un traceur de I'endocytose fluide (la peroxydase de rafort) par rgpport aux celules
parentales non transformées. Des analogues de I’ AMP-cydique (le dibutyryl AMP-cydlique &t
le 8-bromo-AMP-cyclique) e un activateur pharmacologique de l'adenylate-cyclase (la
forskoline) diminuent en patie (de 35 %) I'accumulation de ce traceur dans les cdlules
tranformées, sans l'influencer dans les celules Ra-1 contrdles A la différence des
inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K (wortmanning) et de la PI-PLC (NCDC), le
traitement des fibroblagtes transformés par v-Src par le dibutyryl AMP-cyclique ne raméne
donc pas le niveau daccumulation de la peroxydase a cdui des cdlules controles et
n'empéche pas la formation des macropinosomes, montrée par la capture d'un traceur
fluorescent en microscopie confocde. L'andyse détaillée de la cinétique d endocytose dans
les cdlules trandformées confirme que le dibutyryl AMP-cyclique ne rdentit I'accumulation
de la peroxydase qu aprés des intervales supérieurs a 5 minutes. Ceci Sexplique par le fait
gue le dibutyryl AMP-cydique accdere la vitesse d'efflux du traceur d endocytose fluide
(régurgitation), sans affecter le recyclage de la trandferrine. Cette andyse suggere égdement
gue les macropinosomes formés ne fusonnent pas repidement avec les endosomes qui
contiennent la transferrine. En  concluson, la transformation des fibroblastes Rat-1 par
I’oncogéne v-Src induit spécifiguement la macropinocytose sans affecter la micropinocytose,
ce qui confirme qu'il Sagit bien de deux voies d endocytose didtinctes. Par alleurs, I' AMP-
cydique naffecte ni la micropinocytose ni la formation des macropinosomes mas accdere

SHAectivement larégurgitation a partir des macropinosomes.
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SUMMARY

Stable transformation of Rat-1 fibroblasts by the v-Src
oncoprotein results into the constitutive formation of
macropinosomes. In the present report, we found that
macropinosomes do not fuse with transferrin-containing

transformed cells to that of parental Rat-1/control cells, nor
prevented macropinosome formation, as shown by confocal
microscopy. Detailed analysis of the kinetics of tracer entry
and efflux in transformed cells revealed that dibutyryl

endosomes and investigated the effects of cyclic AMP as a cyclic AMP inhibited peroxidase accumulation only after

regulator of macropinocytosis in this cell system. The
permeant analogs dibutyryl cyclic AMP and 8-bromo-

cyclic AMP, as well as the pharmacological activator of
adenylate cyclase forskolin, similarly decreased by about
35% the net endocytic accumulation of the fluid-phase
tracer horseradish peroxidase at intervals >5 minutes in v-
Src-transformed cells but not in the non-transformed

parental Rat-1 cell line. However, and in contrast to the

intervals >5 minutes, due to accelerated peroxidase
regurgitation, but did not alter the rate of transferrin
recycling. Taken together, these data indicate that, in v-Src-
transformed fibroblasts, macropinocytosis and
micropinocytosis serve different pathways and that cyclic
AMP affects neither micropinocytosis nor the formation of
macropinosomes, but selectively promotes regurgitation
therefrom.

phospholipase C inhibitor 2-nitro-4-carboxyphenyl-N,N-
diphenylcarbamate or the phosphatidylinositol 3-kinase
inhibitor wortmannin, dibutyryl cyclic AMP neither

returned the peroxidase accumulation rate of v-Src-

Key words: Macropinocytosis, v-Src, CAMP, Fluid-phase
endocytosis, Regurgitation

Il and even class | MHC complexes in dendritic cells (Sallusto
et al.,, 1995; Robinson et al., 1996; Norbury et al., 1997).
Macropinocytosis designates the formation of large primanpecond,Salmonella typhiand Shigella flexneritrigger the
endocytic vesicles, upon closure of membrane ruffleformation of macropinosomes so as to promote their
(reviewed by Swanson and Watts, 1995). Whereaternalisation (Francis et al., 1993; Alpuche-Arranda et al.,
macropinosomes are constitutively formed in a limited numbet994, 1995; Mills and Finlay, 1994; Dehio et al., 1995), a
of cells, such as dendritic cells (Sallusto et al., 1995; Norburghenomenon underlining the importance of macropinocytosis
et al., 1997) or oncogene-transformed fibroblasts (Bar-Sagi areé a gateway for pathogen invasion (reviewed by Swanson and
Feramisco, 1986; \eithen et al., 1996), their occurence iBear, 1995). Third, macropinocytosis could be involved in the
dramatically but transiently stimulated in a large variety of celendocytic withdrawal of large structured membrane domains,
types by phorbol esters (Swanson, 1989; Keller and Nigglsuch as hemi-desmosomes (Holm et al., 1993; Poumay et al.,
1993), growth factors (Racoosin and Swanson, 1989, 1992994).
Dowrick et al., 1993; Hewlett et al., 1994), thyroid-stimulating In parallel, the molecular mechanisms that regulate
hormone (Deery and Heath, 1993), and the chemotactic peptideacropinocytosis are being unravelled. In particular, signal-
fMLP (Carpentier et al., 1991; Keller, 1990). The fate oftransducing proteins such as phosphatidylinositol 3-kinase
macropinosomes is also variable. They readily fuse wittfKotani et al., 1994, 1995; Wennstrom et al., 1994; Araki et al.,
endosomes in macrophages (Racoosin and Swanson, 1998)96), the small GTPases Rac (Ridley et al., 1992; Kotani et
but follow a distinct route in EGF-stimulated A431 cellsal., 1995), Ras (Bar-Sagi and Feramisco, 1986) and Arf-6
(Hewlett et al., 1994). (Radhakrishna et al., 1996), as well as the heat shock protein
After having long been regarded as a curiosity of unknowi27 (Lavoie et al., 1993), can all induce membrane ruffling and
significance, macropinocytosis is receiving a growing interesinacropinocytosis. Although interactions between these various
for at least three reasons. First, recent reports have evidenaegulators are poorly understood, they are regarded to
a key role for macropinocytosis in antigen presentation by clagsorganise cortical actin and thereby promote the formation of

INTRODUCTION
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membrane ruffles that fuse to generate macropinocytitmes 30 seconds with 3 ml of PBSZ4137 mM NacCl, 5.4 mM
vesicles. A repressor of this regulatory machinery presumabkCl, 0.34 mM NaHPQq4, 0.44 mM KRPOy, 3.6 mM CaCland 0.74

exists, since macropinocytosis induced by growth factors i®M MgSQy, pH 6.5), once for 5 minutes in DMEM containing 10%
rapidly down-regulated. Interestingly, elevation of theoutdated FCS and 3 times with PBS2C&ells were surface-digested

intracellular adenosine’:3'-cyclic monophosphate (cAMP) &t 4°C for 1 hour in DMEM supplemented with 0.3% (w/v) pronase
: . : . and pelleted in a benchtop microfuge (Beckman, CA, USA) for 1
concentration prevents the stimulation of membrane rufflm@1inute at 4°C. The pellet was rinsed twice with PBS*@Gad lysed

and pinocytosis induced by growth factors (Miyata et al.j, o710 (v/v) Triton X-100 (Serva Biochemicals, NJ, USA). HRP
1989)._ ) ] activity in the lysate was measured by the stopped colorimetric assay
In this work, we have investigated whether cCAMP, a generalsing ortho-dianisidine as a substrate as described by Cupers et al.
second messenger, could indeed play the role of @994), normalized to a 1 mg/ml extracellular concentration and
physiological repressor of macropinocytosis in Vv-Src-expressed with respect to cell protein (Smith et al., 1985) using bovine
transformed fibroblasts, a convenient model of constitutiveerum albumin as a standard.
macropinocytosis (Veithen et al., 1996). Surprisingly, For  experiments  using  2-nitro-4-carboxypheRyN-
experimental manipulations that elevated intracellular cAMAliphenylcarbamate (NCDC) or wortmannin, stock solutions were
did not prevent the formation of macropinosomes in these cell§/ade in ~dimethylsulfoxide. ~ The final  concentration in

. - ethylsulfoxide never exceeded 0.1% (v/v), at which level there
but decreased the accumulation of the fluid-phase trac_W’g‘s no effect on basal uptake of HRP.

horseradish peroxidase (HRP), due to a selective acceleration
of regurgitation from macropinosomes. Macropinosomes digberoxidase regurgitation

not intermix content with transferrin-containing endosomesor pulse-chase experiments, cells were incubated at 37°C in DMEM
and the transferrin recycling rate was not affected by cAMRupplemented by HRP for 5 or 10 minutes, washed at 4°C as described
These observations show that, in oncogene-transformetbove, and reincubated at 37°C for the indicated intervals. Thereafter,
fibroblasts, micropinocytosis and macropinocytosis serveells were rapidly washed 3 times with PBS*Cat 4°C, pronase-
distinct pathways, governed by different regulatorydigested, lysed and assayed for HRP activity and protein content.
machineries. Results were expressed as the residual fraction of the intracellular
amount of HRP at the initial chase time and were adjusted by least-
squares fitting with SYSTAT 5.2. software (SYSTAT Inc., USA) to an
exponential decay equation as previously described:

QuQo=1-QrQo(1-e7k),

Cell culture where Qrepresents the intracellular amount of HRP at chase time t,

Parental Rat-1 cells (Rat-1/control) and Rat-1 cells transformed by th@, the amount of HRP at the initiation of chase,tig amount of

B77 subclone of Rous Sarcoma Virus (Rat-1/BB16), kindly providedegurgitable HRP, and k the rate constant of regurgitation (Cupers et

by Dr G. Rousseau (ICP, Belgium), were grown at 37°Cin Dulbecco’al., 1994).

modified Eagle’s medium (Gibco BRL, MD, USA) supplemented by ) ]

20 mM glucose, 4 mM glutamine, 10 mM NaH§Q0 mM Hepes,  Transferrin recycling

10 pg/ml streptomycin, 6@ig/ml penicillin and 10% (v/v) foetal calf Iron-saturated transferrin (Sigma, MO, USA) was labelled$Y

serum (FCS, Gibco) under 8% e@nd usually seeded at -l€ells iodine (100 mCi/ml, Amersham, UK) as described by McFarlane

on 9.6 cm Petri dishes (for biochemical experiments), or at ~50,00q1958) to a specific radioactivity of ~250 cpm/ng protein. Cells were

cells on 1.1 crhglass coverslips (for confocal microscopy). Before incubated for 10 minutes in DMEM containing 50 AkA-transferrin,

each experiment, cells were rinsed twice with FCS-free DMEM andvashed extensively at 4°C and reincubated at 37°C for the indicated

preincubated therein for 30 minutes before the addition of endocytintervals. Thereafter, cells were rapidly washed 3 times with PBS-Ca

tracers, to avoid interference by short-lived growth factor effects. at 4°C, pronase-digested and lysed in Triton X-100 as described above.
) The radioactivity associated with the pellet and the supernatant were

Confocal microscopy taken as measures of intracellular and surface-bound transferrin,

Cells were incubated for 7 minutes in DMEM containing 1 mg/mlrespectively. Results were expressed as the residual fraction of

Texas Red-neutral dextran 70,000 (Molecular Probes, OR, USAptracellular transferrin at the initial chase time and were adjusted to the

alone, or combined with 18g/ml fluorescein-transferrin (Molecular same exponential decay equation as described for fluid regurgitation.

Probes), as indicated. After extensive washing at 4°C, cells were fixed

by 4% formaldehyde (w/v) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for 15

minutes. Coverslips mounted in Mowiol were examined byRESULTS

fluorescence and by interferential contrast microscopy with an

Axiovert microscope (Zeiss, Germany) coupled to MRC 1024 . .

confocal scanning equipment (Bio-Rad, CA, USA). In v—Src—tran;formed ﬂbroblasts,.macrop!nosomes

Alternatively, cells were plated in 8-well Labtek coverglass-based@'€ preferentially formed at the tip of peripheral

culture chambers (Nalgene-Nunc, IL, USA), immersed in 1 mg/mextensions and do not readily fuse with endosomes

fluorescein-dextran 70,000 (Molecular Probes) and immediatelyVe recently reported that fluid-phase endocytosis, monitored

examined without washing by time-lapse recording at 15 secongh piochemistry and morphology by HRP uptake, is stimulated

'f’;}ﬁ)rv‘\’ggv S%Itigat;;g‘r’g;imigf 'gﬁr']‘i’;gfa'tomiﬁzp"&?sz%m?; C%””'gwbﬁpon v-Src-transformation of Rat-1 fibroblasts, due to the

macropinosome formation iictyosteliumby Hacker et al. (1997). constitutive f_ormatlon of macroDmOCyt'C VES|C|e.S (Ve'th‘?” et

al., 1996). First, we examined whether macropinocytosis was

Fluid-phase endocytosis of peroxidase affected by cell confluence. The level of intracellular HRP

Cells were incubated in DMEM supplemented with 1-4 mg/ml HRPACCUMulation per cell after 30 minutes of uptake at 4 mg/ml

(type 2, Boehringer Mannheim, Germany). After the indicatedHRP in the medium was constant between 30,000 and 150,000

intervals, cells were transferred to 4°C and extensively washed: Gells/cn?, both in control Rat-1 fibroblasts (272+8 ng HRP/mg

MATERIALS AND METHODS
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with 1 mg/ml of both Texas Red-dextran and fluorescein-
transferrin, so that the latter would also behave as a fluid-phase
tracer, all macropinosomes appeared yellow, indicating that
they contained both probes (data not shown). When
macropinosomes were loaded with Texas Red-dextran for 5
minutes, then chased for 20 minutes in tracer-free medium, and
cells incubated for 5 further minutes with fluorescent-
transferrin, remaining macropinosomes had largely moved
towards the cell body, but still did not merge with transferrin-
labelled endosomes (data not shown).

In v-Src-transformed fibroblasts, cCAMP decreases
peroxidase accumulation but does not prevent the
formation of macropinosomes

To investigate whether cAMP affects macropinocytosis, we
first examined the effects of its permeant analog®-2
dibutyryladenosine '&'-cyclic monophosphate (db-cAMP)
and 8-bromoadenosine’:3-cyclic monophosphate (8-Br-
Fig. 1. Double labelling of macropinosomes and endosomes inv- CAMP), as well as of the adenylate cyclase activator forskolin,
Src-transformed fibroblasts. Rat-1/BB16 cells were incubated at  on the net accumulation of the fluid-phase tracer HRP in
37°C for 7 minutes in DMEM containing 1 mg/ml Texas Red- normal and v-Src-transformed fibroblasts (Fig. 2A). Whereas
dextran and 1ig/ml fluorescein-transferrin, washed, fixed and treatment of transformed cells with the usual concentrations of
?é(mgi?og?'ngigrrﬁzgeﬂﬁﬁ(@)@g?r?rfqigezt'glg?gﬁﬁgé n;{(:t?noesggpo ese three agents caused a comparable ~35% decrease of HRP
a peripheral extensioﬁ showing extensive ruﬁling (arrow) and ccumulation ‘."‘fter a 30 minute pulse, it hf”‘d no ef.fec'[ on non-
migrate slowly towards the cell body. Macropinosomes numbered 2]transformed fibroblasts. Tha}t an elevation of. mtracellular
3 and 4 are labelled by Texas Red-dextran, while number 1 is not, CAMP decreased accumulation of an endocytic fluid-phase
presumably because it was formed during the short interval betweerfacer —selectively in v-Src-transformed fibroblasts was
tracer removal and complete cell cooling. Endosomes containing  suggestive of an interference with macropinocytosis.
fluorescein-transferrin are concentrated near the nucleus. Notice the Although clearly significantR<0.001), inhibition of HRP
absence of detectable double labelling of macropinosomes and  accumulation in the transformed cells was only partial, as it did
endosomes. not return to the level of non-transformed cells. This contrasts
with the full abrogation of the difference between transformed
and non-transformed cells by 101 NCDC or by 100 nM
cell protein; mean £ s.e.m. of 12 dishes) and v-Src-transformedortmannin (Fig. 2A). These drugs, respectively, inhibit
Rat-1 fibroblasts (540+6 ng HRP/mg cell protein), andphospholipase C and phosphatidylinositol 3-kinase, which are
corresponded to clearance values of 136+4 and 270+3 nl/maptentially implicated in the stimulation of macropinocytosis
cell protein/hour, respectively. Thus, micropinocytosis andVeithen et al., 1996; Araki et al., 1996). To exclude the
macropinocytosis were both independent of cell confluence ipossibility that the partial inhibition reflected an incomplete
our experimental conditions. effect, cells were preincubated with higher concentrations of
To examine whether macropinosomes would readily fusdb-cAMP (Fig. 2B), or for a longer interval (data not shown).
with endosomes in v-Src-transformed fibroblasts as they do imhibition of HRP accumulation induced by db-cAMP became
macrophages, fibroblasts were pulsed for 7 minutes with detectable at 0.1 mM and reached its maximal from 0.5 to 2
mg/ml Texas Red-dextran, as a tracer of fluid-phasenM, never exceeding the level intermediate between
endocytosis, together with 1@/ml transferrin, as a tracer for transformed and non-transformed cells.
receptor-mediated endocytosis. Large profiles that were One simple interpretation of these results would be that high
strongly and homogeneously labelled by Texas Red-dextrantracellular concentrations of cAMP reduce by half the
(Fig. 1A), and corresponding by interferential contrast imagingormation rate or the average size of macropinosomes in v-Src-
as light-lucent cytoplasmic vesicles with a diameterpwi  transformed cells. To test this hypothesis, the effects of db-
(Fig. 1B), were frequently observed in v-Src-transformed cellcAMP on the formation of macropinosomes was analysed by
These macropinosomes were preferentially formed at theonfocal microscopy, using Texas Red-dextran as a fluid-phase
ruffling end of long cellular extensions where they remainedracer (Fig. 3). When fibroblasts had been pretreated with 1
poorly mobile over a few minutes time-scale, but after ~30nM db-cAMP, the location, abundance and size of
minutes of chase, had either disappeared, or had slowlpacropinosomes appeared comparable to those of non-treated
migrated towards the cell body (data not shown). Thus, thegells (Fig. 3A and B vs Fig. 1). The abundance of
motility contrasted with the irregular saltatory motion that ismacropinosomes in v-Src transformed fibroblasts was further
typical of endosomes. Moreover, transferrin-containingestimated by counting large (>Qufn) fluorescent circles after
endosomes, appearing as multiple small dots, were not detecte@@0 minute uptake of the fluid-phase tracer Texas Red-dextran
in the peripheral extensions but were concentrated in the five fields, each showing about 50 cells. The analysis
perinuclear region of the cell body. There was no labelling oflisclosed no significant difference in the absence of db-cAMP
these endosomes by 1 mg/ml Texas Red-dextran at theeatment (4.66+0.49 macropinosomes/cell) and after such
detection level used. However, if cells were doubly incubatetreatment (4.39+0.23 macropinosomes/cell). In contrast,
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Fig. 3.cAMP does not abolish the formation of macropinocytic

vesicles in v-Src-transformed fibroblasts. Rat-1/BB16 cells were

incubated at 37°C for 30 minutes in DMEM containing 1 mM db-
cAMP (A,B), 100uM NCDC (C,D) or 100 nM wortmannin (E,F)

100 Lo/é\g/é and then for 7 minutes in the same media supplemented with 1
mg/ml of Texas Red-dextran. Cells were washed at 4°C and fixed in

formaldehyde. The same optical fields are shown either by confocal

fluorescence microscopy (A,C,E) or by interferential contrast
microscopy (B,D,F). This experiment has been reproduced 3 times.

Intracellular peroxidase
(ng/mg cell protein)

0 . .
0 1 2

db cAMP concentration (mM)

Fig. 2.cAMP partially inhibits peroxidase accumulation in v-Src-  uptake revealed that the effect of db-cAMP varied with the
transformed fibroblasts. Rat-1/control cells (open symbols) and Ratinterval of HRP accumulation: inhibition was obvious after
1/BB16 cells (filled symbols) were first incubated at 37°C for 30  pulses of >5 minutes (Fig. 4A), but cAMP had no effect for
minutes in DMEM containing the various indicated agents (A) or thepulses of <5 minutes (Fig. 4B). This discrepancy cannot be
indicated db'CAMP Concentrati0n$ (B) They were then inCUbated inaccounted for by a delay in the increase of intracellular cAMP
the same media supplemented with 4 mg/ml of HRP for 30 minutes.concentration since, in all cases, cells were preincubated for at
Cells were cooled down to 4°C, washed extensively (see Materials Jeast 30 minutes with db-cAMP before HRP addition to the
and Methods) and their content in HRP (normalized to 1 mg/ml) an : . .
protein were determined. Values are means * s.d. of 4-12 culture incubation medium. In non-transformed Rat-1 flbro_blasts, db-
dishes, pooled form 2-4 experimentB<0.001, as compared to CAMP had no effect on the level of HRP accumulation from 5
control medium by Studentistest. to 30 minutes of pulse, which was about 2.5 lower than in their
v-Src-transformed counterparts.

Thus, the possibility was considered that a decrease by db-
dextran-labelled vacuoles could only exceptionally becAMP of HRP accumulation in v-Src-transformed fibroblasts
observed after treatment by NCDC (Fig. 3C and D) omfter a lag of ~5 minutes could reflect a stimulation of
wortmannin (Fig. 3E and F), demonstrating that these drugggurgitation, as previously observed in primary cultures of rat
had essentially abolished the formation of macropinosomefoetal fibroblasts upon potassium depletion, incubation in
These results led us to examine the possibility that cAMPypertonic media (Cupers et al., 1994) or equilibration with 2
affected macropinocytosis at a stage distinct from th@M monensin (Cupers et al., 1997). We therefore compared by

formation of macropinosomes. pulse-chase experiments the kinetics of regurgitation in v-Src-
) ) o transformed cells that were treated or not by db-cAMP (Fig.

CAMP stimulates fluid regurgitation but not receptor 5A). After a 5 minute pulse, the regurgitation rate, estimated

recycling in v-Src-transformed fibroblasts by the k parameter of the adjustment equation, was about

Since the level of inhibition by cAMP of HRP accumulation doubled after treatment with db-cAMP (0.19+0.02 minbites

after a 30 minute pulse appeared not to result from 8.11+0.02 min! in untreated conditions). The effect on the
comparable decrease of its sequestration into macropinosomesgurgitable fraction was less important (40+1% after
we characterized cAMP effects on the kinetics of endocytitreatment with db-cAMP vs 32+2% in control cells). Similar
processing of HRP. First, a detailed analysis of the kinetics afbservations were made for regurgitation analyses performed

92


Yves MARCHAND
92


cAMP and macropinocytosis 2333

A A
o0l 11
@ 400 o
ey a
=2 =3
88 B
82 s00f o5
83 Q=
By 53
T E s3
8§92  200f =
ET gL
E
100
0 s s . .
0 10 20 30 40 0.5 L L L
0 20 40 60
Time (min)
Chase time
min
B (min)
B
60 - 1.2
()
| L0M
2%
g8 4wf £
o= T 0.8
80 w2
g3
EER g2
sz 5 ool
§ 20 E g
é@ 0.4
10 IS
021
0 8
0 2 4 6
Time (min) 0 L L '
) o ) 0 20 40 60
Fig. 4. Effects of db-cAMP on the kinetics of peroxidase Chase time
accumulation in v-Src-transformed fibroblasts. Rat-1/control cells (min)
(O,00) and Rat-1/BB16 cell<%, ) were incubated at 37°C for 30
minutes in DMEM with {J,H) or without ©O,®) 1 mM db-cAMP Fig. 5.db-cAMP stimulates peroxidase regurgitation but not

and then for the indicated times in the same media supplemented transferrin recycling in v-Src-transformed fibroblasts. Rat-1/BB16
with 1 mg/ml of HRP. (A) Long-term pulses; (B) short-term pulses. cells were incubated at 37°C for 30 minutes in DMEM wil) ¢r
Values are means * s.d. of 5-6 dishes, pooled from 2 separated without (@) 1 mM db-cAMP and pulsed in the same media
experiments. containing 4 mg/ml of HRP for 5 minutes (A) or 50 ARAI-
transferrin for 10 minutes. Cells were rapidly washed at 4°C and
chased for the indicated times at 37°C in DMEM containing or not 1
mM db-cAMP. Values are means * s.d. of 4 dishes, expressed as the
after a 10 minute pulse (data not shown). These results directigsidual fraction of intracellular amount of tracer at the end of the
demonstrate that cAMP selectively interferes with fluid-phas@ulse and were fitted to an exponential decay. Absolute 100% values

regurgitation from macropinosomes in v-Sre-transformedo’ control and db-cAMP-treated cells, respectively, were 50+1 and
cells 45+2 ng HRP/mg of cell protein (after normalization to 1 mg/ml

. . . extracellular concentration); and 420+40 and 340+30 fmoles of
In co?trast, pulse-g_hasg anéily5|s using trzlinjfehrrln zi/l racellular transferrin/mg of cell protein; surface-bound transferrin
tracer of receptor-mediated endocytosis revealed that CAMfFaq 257432 and 199+36 fmoles/mg of cell protein.

did not influence its recycling (Fig. 5B). Both in db-cAMP-

treated and non-treated v-Src-transformed fibroblasts, >90%

of the transferrin taken up during a 10 minute pulse was

released within a 1-hour chase, with a similar efflux rate opreferentially located at the tip of long cellular extensions

0.20 minutel. (Veithen et al., 1996). This structural feature, combined with
the use of fluorescent probes coupled to interferential contrast
imaging, makes it convenient to follow their fate in living or

DISCUSSION fixed cells. Despite the fact that, by definition, fluid-phase
tracers label both macro- and micropinocytic routes, a formal

In v-Src-transformed fibroblasts, macropinosomes aréistinction between macropinosomes (about 1 micrometer in

continuously generated at ruffling zones, which arediameter) and primary micropinocytic vesicles (about 100
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nanometers in diameter) using short-pulses of tracer igrerequisite of macropinosome formation (Swanson and Watts,
generally easy, based on the principle that a 10-fold differencE995; Araki et al., 1996; Hacker et al., 1997). In addition, in
in size will result in a 1,000-fold difference in tracer load.growth factor-stimulated KB cells, cAMP was reported not to
Accordingly, an appropriate setting of detection level allowsncrease, but actually decrease fluid regurgitation (Miyata et
one to selectively extract the former and ignore the latter, whical., 1989). One could, however, argue that this decrease might
require much higher concentrations of the fluid-phase tracer torrespond to an effect on regurgitation from endosomes rather
be detected (Hewlett et al., 1994). When using longer pulsésan from macropinosomes, since CcAMP inhibited
of fluid-phase tracer, however, the distinction betweemegurgitation of HRP that had been takerbaforestimulation
macropinosomes and vesicular endosomes (about 300-500 mfh macropinocytosis by growth factors. Similarly, in non-
in diameter) filled by the tracer brought by multiple primarystimulated alveolar macrophages, cAMP decreased by about
micropinocytic vesicles is more difficult. The difference may50% the accumulation of the fluid-phase tracer FITC-dextran,
even be further attenuated if maturing macropinosomes shrinkithout detectable effect on regurgitation (Pataki et al., 1995),
(Swanson and Watts, 1995). but whether these observations reflect a decrease of
Recently formed macropinosomes are rather immobile ovenicropinocytosis or a selective inhibition of macropinocytosis
a few minutes time-scale, and either disappear or exhibit a slaw these cells remains to be clarified.
net centripetal movement, but do not appear to release theirA  selective stimulation of regurgitation from
content into perinuclear transferrin-containing endosomesnacropinosomes in v-Src-transformed fibroblasts raises the
Their origin, dynamics and fate are thus distinct from thequestions of the underlying mechanism and, in particular, of
micropinocytic apparatus, which can be demonstrated usinpe actual fate of macropinosomes in these cells. Whether
low concentrations of transferrin, indicating that they dependormed in macrophages upon stimulation by phorbol esters and
on different molecular machineries. M-CSF or in A431 cells stimulated by EGF, macropinosomes
Although several studies have reported that cAMP camigrate to the central region of the cell, and concomitantly part
influence endocytosis, the effects of this second messenger ohthe fluid content taken up by macropinocytosis is released
endocytic processes are pleiotropic and seem to depend on theck to the extracellular medium (Swanson, 1989; Racoosin
cellular context. Indeed, an increase in intracellular cAMRand Swanson, 1993; Hewlett et al., 1994). This regurgitation is
stimulates clathrin-independent micropinocytosis at the apicdlelieved to be mediated by small vesicles that would bud from
pole of polarized MDCK cells (Eker et al., 1994), inhibits themacropinosomes and fuse with the pericellular membrane
basal rate of pinocytosis in alveolar macrophages (Pataki et alSwanson, 1989). Alternatively, macropinosomes formed in
1995) and abrogates the growth factor-induced stimulation ahacrophages can fuse with other organelles such as
pinocytosis in KB and A431 cells (Miyata et al., 1989). Sinceendosomes, lysosomes and phagolysosomes (Racoosin and
it has been clearly demonstrated that stimulation of A431 cellSwanson, 1993; Berthiaume et al., 1995). Part of the material
by growth factors selectively induces macropinocytosis irultimately regurgitated by macropinosomes may thus actually
these cells (Hewlett et al., 1994), we hypothesized that theansit via other endocytic organelles before release.
inhibitory effect of cCAMP could reflect a repression of this Such an indirect regurgitation route appears unlikely in
particular endocytic pathway. A431 cells or in v-Src-transformed fibroblasts, since
In the present work, we have investigated this possibility omacropinosomes formed in these cells do not apparently fuse
macropinocytosis in v-Src-transformed fibroblasts. Althoughwith endosomes or lysosomes (Hewlett et al., 1994; this
cAMP significantly decreased the net accumulation of theeport). A simpler mechanism would be the direct fusion of
fluid-phase tracer HRP, specifically in these cells and not imacropinosomes back to the cell surface. Although this
their non-transformed counterparts, macropinosome formatiomechanism has only seldom been observed in macrophages
was apparently not affected and the effect depended on t8wanson and Watts, 1995), it could play a more important role
interval of tracer accumulation. In addition, treatment with dbin other cell types. In HelLa cells overexpressing the GTPase
cAMP stimulated fluid regurgitation in v-Src-transformed Arf-6, macropinosomes formed upon AlF4 induction remain
cells, without affecting the rate of transferrin recycling. Takerin the peripheral cytoplasm where membrane ruffling occurs
together, these results lead us to propose that the effect afid where they appear to rapidly regurgitate their entire fluid
cAMP on endocytosis in v-Src-transformed cells correspondsontent (Radhakrishna et al., 1996). The absence of significant
mainly, if not exclusively, to a stimulation of fluid regurgitation migration of such macropinosomes and the rapidity of their
selectively from macropinosomes. The extent to whichregurgitation would suggest a direct fusion, without vesicular
regulation of constitutive macropinocytosis in transformedntermediate, with the cell surface where they originated. The
fibroblasts can be  extrapolated to  constitutivedenomination ‘retroendocytosis’, first introduced in another
macropinocytosis in dendritic cells, or to transientcontext (Aulinskas et al., 1981), would be best applied to this
macropinocytosis induced in other cells by growth factors oprocess. Although the contribution of indirect versus direct
phorbol esters, remains to be examined. regurgitation from macropinosomes in v-Src-transformed
Our observations clearly contrast with the reportedibroblasts remains to be elucidated, we suggest that one of
inhibitory effects of CAMP on endocytosis in growth factor-these phenomena is triggered by cAMP.
stimulated cells or in non-stimulated alveolar macrophages,

observa_tlons _that were attributed to a direct |nh|_b|t|on of We thank Prof. P. Baudhuin for advice and continuous support, and
endocytic vesicle formation. In both growth factor-stimulatedys 1. |ac and N. Delflasse for technical assistance. This work was
A431 and KB cells, the suppression by cAMP of endocytosigupported by a training grant of the ‘Fonds pour la Formation a la
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2.2. Publication N°2: Réle de I’activation sequentielle de la
PI3K et de la PI-PLC dans la macropinocytose constitutive

desfibroblastestransformés par v-Src et K-Ras.

2.2.1. Résumé.

Notre travail montre d'abord que la macropinocytose et initiée par la fermeture de
protrusons lamelares produites par la dynamique de I'actine au niveau du cytocortex, ou
2ruffling?. Dans les fibroblastes Rat-1, la transformation par les oncogéenes vSrc ou K-Ras ou
la transfection dtable par un vecteur d'expresson de p85a, (entrainant une activation
2dominante-pogitive?) induisent (i) une macropinocytose conditutive (mesurée par  une
accéération de I'endocytose fluide de peroxydase) et la formation de macropinosomes
(visudisss par la capture de dextran fluorescent); (ii) la disparition des cébles de tension,
(visudists par la phdloidine-rhodamine); et (iii) le recrutement de I'actine corticale associée
au 2rufling  membranaire (visudise par microcinématographie e par  microscopie a
balayage). Ces changements sont corrdés avec I'activation de PI3K et cdle de la PI-PLC,
mesurées par la quantification in situ et in vitro des produits de PI3K (les 3-phospho-
inogtides) e in situ de la PI-PLC (I'inogtol 1,4,5 trisphosphate). En revanche, ces atérations
sont abolies par le tratement des fibroblastes transformés par v-Src avec des inhibiteurs
pharmacologiques de la PI3K et de la PI-PLC, ou par transfection stable avec un vecteur
d'expresson de la p85a dépourvue de son domane dinteraction avec la sous-unité
cadytique pl10, (entrainant une inactivation 2dominante-négetive?). Enfin, I'activation de la
PI3K dans les fibroblastes transformés par |I'oncogéne v-Src et dans le 2dominant-postif2 de
cete enzyme dimule I'activité de la PI-PLC, adors que cette derniére est inhibée aprés
traitement avec des inhibiteurs de la PI3K ou chez le 2dominant-négaif2. Toutefois, dans les
fibroblagtes transformés, I'inhibiteur de la PI-PLC n’'entraine pas d'inhibition de la PI3K. Ces
résultats suggerent qu'une activation permanente et sequentielle de la PI3K et de la PI-PLC
et compdible avec la viabilité e la prolifération cdlulares & e nécessare pour la
réorganisation du cytosquelette d'actine, le 2rufflingg membranaire et la macropinocytose,

propriétés congtitutives des fibroblastes transformés par des oncogenes.
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Macropinocytosis results from the closure of lamellipodia generated by membrane ruffling,
thereby reflecting cortical actin dynamics. Both transformation of Rat-1 fibroblasts by v-Src or
K-Ras and stable transfection for expression of dominant-positive, wild-type phosphoinositide
3-kinase (PI3K) regulatory subunit p85« constitutively led to stress fiber disruption, cortical actin
recruitment, extensive ruffling, and macropinosome formation, as measured by a selective accel-
eration of fluid-phase endocytosis. These alterations closely correlated with activation of PI3K and
phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PI-PLC), as assayed by 3-phosphoinositide syn-
thesis in situ and in vitro and inositol 1,4,5 trisphosphate steady-state levels, respectively; they
were abolished by stable transfection of v-Src—transformed cells for dominant-negative truncated
p85a expression and by pharmacological inhibitors of PI3K and PI-PLC, indicating a requirement
for both enzymes. Whereas PI3K activation resisted PI-PLC inhibition, PI-PLC activation was
abolished by a PI3K inhibitor and dominant-negative transfection, thus placing PI-PLC down-
stream of PI3K. Together, these data suggest that permanent sequential activation of both PI3K
and PI-PLC is necessary for the dramatic reorganization of the actin cytoskeleton in oncogene-

transformed fibroblasts, resulting in constitutive ruffling and macropinocytosis.

INTRODUCTION

Macropinocytosis refers to the formation of large, irregular
primary endocytic vesicles by the closure of lamellipodia
generated at ruffling membrane domains (for review, see
Swanson and Watts, 1995). This phenomenon, therefore, is
basically different from the endocytic recapture of the lim-
iting membrane from large secretory granules after regu-
lated secretion (Thilo, 1985). Although macropinocytosis
was the first discovered form of nonparticulate endocytosis,
i.e., pinocytosis (Lewis, 1931), research has focused for de-
cades on receptor-mediated endocytosis in view of its spec-
ificity, physiopathological implications, and regulation by a
multiprotein machinery of increasing complexity (for a re-
cent review, see Marsh and McMahon, 1999). In addition to
supporting receptor-mediated endocytosis, clathrin-coated
micropinocytic pits certainly contribute a substantial frac-
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tion of fluid-phase endocytosis, if not its totality (Cupers et
al., 1994).

Recently, however, macropinocytosis has received in-
creasing attention. From a fundamental point of view, mac-
ropinocytosis depends directly on membrane-cytoskeleton
interactions, thereby reflecting cortical actin dynamics and
possibly cell motility. From a functional perspective, mac-
ropinocytosis may account for total nutrient supply in ax-
enic strains of the amoeba Dictyostelium discoideum (Hacker
et al., 1997), for sampling of foreign antigens by immature
dendritic cells (Sallusto ef al., 1995) to be presented by class
IT or even class I major histocompatibility complexes (Nor-
bury et al., 1995), and for the burst of uptake of the thyroid
hormone precursor thyroglobulin in response to acute thy-
roid-stimulating hormone stimulation (Ketelbant-Balasse et
al., 1973; Ericson et al., 1983). Presumably, macropinocytosis
has also been subverted by pathogens such as Salmonella and
Shigella that trigger their uptake to float in spacious phago-
somes (Alpuche-Aranda et al., 1994), and it may be used by
Chlamydia for entry into dendritic cells (Ojcius et al., 1998).
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Interestingly, the regulation of macropinocytosis and phago-
cytosis in D. discoideum are different (Seastone ef al., 1999).

In most cell types, macropinocytosis is a transient re-
sponse to phorbol esters (Swanson, 1989) or growth factors
such as insulin, platelet-derived growth factor (PDGF), or
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (Racoosin
and Swanson, 1992), i.e., it vanishes rapidly despite contin-
uous stimulation. In contrast, this activity is constitutive in
axenic strains of Dictyostelium (Hacker et al., 1997; Seastone et
al., 1999), in macrophages and dendritic cells (Swanson and
Watts, 1995), and in v-Src—transformed fibroblasts (Veithen
et al., 1996, 1998). In the latter cells, topological origin, kinet-
ics of intracellular movement, and sensitivity to a variety of
pharmacological agents clearly distinguish macropinosomes
from endosomes labeled by receptor-mediated endocytosis
of transferrin (Veithen ef al., 1998). Bar-Sagi and Feramisco
(1986) have reported that microinjection of Ras into fibro-
blasts also produces ruffling and the appearance of large
pinocytic vacuoles, presumably macropinosomes. Con-
versely, microinjection in Ras-transformed cells of anti-Ras
antibodies abrogated ruffling and large pinocytic vacuole
formation (Bar-Sagi et al., 1987). It is uncertain whether
signaling machineries are identical for transient and consti-
tutive macropinocytosis.

Constitutive macropinocytosis is abolished by pharmaco-
logical inhibitors of phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and
phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PI-PLC) in
v-Src—-transformed fibroblasts (Veithen et al., 1998) and by
targeted PI3K gene disruption in Dictyostelium (Zhou et al.,
1998). Because transient signaling downstream of PDGF in-
volves both PI3K and PI-PLC (Falasca et al., 1998; Rameh et
al., 1998), it was tempting to suggest that the pathway from
Src and Ras to constitutive macropinocytosis also depends
on PI3K and PI-PLC and requires their permanent activa-
tion. This, in turn, would activate Rac, a key regulator of
cytocortical actin dynamics.

Despite Src being a key regulator of the actin cytoskeleton,
its downstream signaling is still unclear (Thomas and
Brugge, 1997; Penuel and Martin, 1999). Reactivation of ther-
mosensitive mutants of v-Src rapidly induces extensive re-
organization of the actin cytoskeleton, including induction
of membrane ruffling and stress fiber breakdown (Boschek et
al., 1981), which precede the loss of focal adhesion (Meijne et
al., 1997). Src phosphorylates several cytocortical targets,
including cortactin (Dehio et al., 1995) and focal adhesion
kinase (Meijne et al., 1997). Alternatively, v-Src could indi-
rectly control the cytoskeleton by activation of PI3K upon
interaction of its SH3 domain with the regulatory subunit of
PI3K (Liu et al., 1993). Whether these two pathways cross-
talk, and/or which predominantly controls the actin cy-
toskeleton, are unknown at present.

Among its multiple downstream signaling pathways, Ras,
like Src, signals to Rac via PI3K (Rodriguez-Viciana et al.,
1997). Ras coimmunoprecipitates with and directly activates
PI3K (Sjolander et al., 1991; Rodriguez-Viciana et al., 1997).
Microinjection of the constitutively activated V12 Ras mu-
tant produces profound alterations of the cytoskeleton, in-
cluding membrane ruffling, that are abolished by wortman-
nin or dominant-negative Rac. In contrast, ruffling produced
by constitutively active Rac is not sensitive to wortmannin
(Kotani et al., 1995; Nobes et al., 1995).
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The heterodimeric PI3K enzymes are divided in three
classes (Fruman et al., 1998). Class IA mammalian en-
zymes are made of a catalytic subunit, p110, that can be
activated by Ras and a regulatory or adaptor subunit, p85,
that includes two SH2 domains and one SH3 domain and
that can be translocated to the plasma membrane by Src.
In turn, the regulatory subunit recruits the PI3K catalytic
subunit at the plasma membrane, where it catalyzes the
phosphorylation of the hydroxyl group on the third car-
bon of the inositol ring of inositol lipids, producing the D3
phosphoinositides subgroup, mainly phosphatidylinosi-
tol 3,4-bisphosphate [PtdIns(3,4)P2] and phosphatidyl-
inositol 3,4,5-trisphosphate [PtdIns(3,4,5)P3] (Martin,
1998). As shown with the insulin signaling cascade lead-
ing to GLUT1 translocation, overexpression of wild-type
p85a leads to a dominant-positive phenotype, whereas
overexpression of a truncated form unable to interact with
the catalytic subunit results in a dominant-negative phe-
notype (Hara et al., 1994).

PI-PLC can also be activated by plasma membrane re-
cruitment to generate the second messengers inositol
1,4,5-trisphosphate (1P3), which increases the cytosolic
calcium concentration, and diacylglycerol, which acti-
vates PKC isoenzymes. Among various PI-PLC sub-
classes, PLCy isoforms include a large internal region
containing two SH2 domains and one SH3 domain that
mediate its interaction with tyrosine kinase-linked recep-
tors and possibly Src kinases as well as their products. In
addition, PLCy1, but not PLCy2, preferentially associates
with membrane ruffles and can be activated directly by
PI3K lipid products (Barker et al., 1998). PtdIns(3,4,5)P3
activates PLCy isoforms in vitro upon interaction with
their SH2 domains (Bae et al., 1998), and overexpression of
a constitutively active PI3K increases intracellular IP3
levels, whereas, conversely, PLCvy1 activation is blocked
by PI3K inhibitors in mast cells (Barker ef al., 1998). How-
ever, although these observations suggest a sequential
activation of PI3K and PLCvyl, the existence of indepen-
dent PI3K and PLCyl pathways in response to PDGF
activation has been suggested in endothelial cells
(Ronnstrand et al., 1999).

Thus, multiple, possibly interacting, pathways docu-
mented for transient responses in other systems could be
permanently activated to account for constitutive ruffling
and macropinocytosis of oncogene-transformed cells. In this
paper, we have explored signaling pathways that should be
activated by v-Src and K-Ras to reorganize the actin cy-
toskeleton and result in constitutive macropinocytosis. Mac-
ropinocytosis was characterized by morphological ap-
proaches and quantified by biochemical assays. We used
two unrelated pharmacological inhibitors of both PI3K and
PI-PLC, measured these enzyme activities, and established
two stable PI3K transfectants. The first transfectant, to ex-
press in control cells wild-type p85a and generate a domi-
nant-positive phenotype, served to test whether PI3K acti-
vation would be sufficient for constitutive macropinocytosis.
The other transfectant, to express in v-Src—transformed cells
a truncated p85a and generate a dominant-negative pheno-
type, was used to test whether PI3K activation by the onco-
gene is indeed necessary for constitutive macropinocytosis.
We found that transduction signaling leading to constitutive
macropinocytosis in oncogene-transformed fibroblasts de-
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pends on permanent sequential activation of PI3K and PI-
PLC.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Parental Rat-1 cells (Rat-1/control) and Rat-1 cells transformed by
the B77 subclone of Rous sarcoma virus (Rat-1/v-Src) were obtained
from Dr. Guy Rousseau (Christian de Duve Institute of Cellular
Pathology; these cell lines were originally transferred to this insti-
tute by Dr. John Wyke, The Beatson Institute for Cancer Research,
Glasgow, UK). The endocytic properties of these cell lines have been
characterized (Veithen et al., 1996, 1998). Rat-1 cells infected by the
Kirsten sarcoma virus (Rat-1/K-Ras) were kindly provided by Dr.
John Wyke and subcloned in our laboratory based on the trans-
formed phenotype. Two such clones provided identical results. The
various cell lines were grown at 37°C in DMEM (Life Technologies,
Grand Island, NY) supplemented with 20 mM glucose, 4 mM glu-
tamine, 10 mM NaHCO;, 10 mM HEPES, 10 ug/ml streptomycin, 66
pg/ml penicillin, and 10% (vol/vol) FCS (Life Technologies) under
8% CO,. They were usually seeded for biochemical experiments at
~10° cells on 8-cm? Petri dishes and at 30,000 to 40,000 cells/cm? on
either glass chambers (Lab-Tek, Life Technologies, Nunc, Roskilde,
Denmark) or glass coverslips for confocal microscopy. We have
shown previously that the fluid-phase endocytic uptake of peroxi-
dase in Rat-1/control and Rat-1/v-Src cells is independent of the
cell density in the range used for our studies (Veithen ef al., 1998).
Before each experiment, cells were rinsed twice with FCS-free
DMEM and preincubated therein for 30 min before the addition on
endocytic tracers to avoid interference by short-lived growth factor
effects.

Transfection

To obtain cell lines stably transfected with the wild-type (Wp85«) or
mutant (Ap85a) regulatory subunit of bovine PI3K, cells were co-
transfected with 10 pg of Wp85a or Ap85a expression plasmids
(under the control of the SRa promotor; kindly provided by Dr.
Wataru Ogawa, Kobe University, Kobe, Japan) (Hara et al., 1994;
Kotani et al., 1994) and 1 ug of pSVTKNEO f selection plasmid with
the use of the Lipofectamine method as recommended by the man-
ufacturer (Life Technologies). Stable lines were selected by exposure
to 0.5 mg/ml geneticin (G418; Life Technologies) and subcloned by
limiting dilution.

Scanning Electron Microscopy

Cells cultured overnight on glass (50,000 cells/coverslip) were
washed briefly with PBS followed by 0.14 M cacodylate and then
fixed for 20 min at room temperature by the slow addition of 4%
glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate until a final 2% glutaraldehyde
concentration was reached. After two washes in 0.14 M cacodylate,
cells were postfixed in 2% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate
buffer for 1 h at 4°C, dehydrated in a graded ethanol series, and
critical point-dried (CPD 020 unit, Balzers Union, Liechtenstein). A
10-nm gold film was sputter-coated, and specimens were observed
at 80 kV in a CM12 electron microscope (Philips, Eindhoven, the
Netherlands) with the use of the secondary electron detector. Im-
ages were stored in digital form with the use of the SIS analysis
software, version 2.1 (Soft-Imaging Software, Miinster, Germany).

Confocal Microscopy

After filling by a brief incubation in 1 mg/ml Texas Red-dextran,
macropinosomes in living cells were studied with an Axiovert con-
focal microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) coupled to MRC
1024 confocal scanning equipment (Bio-Rad, Richmond, CA) with
the use of both bright-field contrast and fluorescence images. Gen-
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eral cell structure images were captured by the transmission bright-
field detectors with the use of the blue light channel, instead of
phase contrast, to prevent weakening of the emission light from the
fluorochromes by the contrast ring of the objective. Observation was
made with a Zeiss plan-apochromat 63X/1.40 oil differential inter-
ference contrast objective, without the use of a polarizer, analyzer,
or the corresponding Wollaston prism. This mode corresponds to a
bright-field image without phase or differential interference con-
trast. To achieve satisfactory contrast, classic Koehler illumination
was complemented by a supplementary diaphragm (differential
interference contrast, 0.3-0.4/0.9) in the condenser turret of the
Axiovert confocal microscope. The formation of macropinosomes at
ruffling zones was followed by time-lapse recording at 10-s interval.

For actin cytoskeleton staining, cells were plated on glass cover-
slips, fixed in formaldehyde, permeabilized with Triton X-100, and
incubated with 1 pg/ml rhodamine-phalloidin (Molecular Probes,
Eugene, OR) for 15 min at 4°C with 0.1% BSA in PBS-Ca?* (137 mM
NaCl, 5.4 mM KCl, 0.34 mM Na,HPO,, 0.44 mM KH,PO,, 3.6 mM
CaCl,, 3 mM MgCl,, pH 7.3) in the dark. After extensive washing
(five times) with PBS, coverslips were mounted in Mowiol (Calbio-
chem, San Diego, CA) with 2.5% DABCO (Janssen, Beerse, Belgium)
and examined with the confocal microscope.

Fluid-Phase Endocytosis of Peroxidase

After the indicated intervals in DMEM supplemented with 4 mg/ml
HRP (type 2; Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), cells
were rapidly transferred to 4°C by immersion in PBS-Ca?* and
washed extensively (three rapid washes with 3 ml of PBS-Ca?*, one
wash for 5 min in 1 ml of DMEM containing 10% outdated FCS, and
three rapid washes with 3 ml of PBS-Ca?*). Cells were surface-
digested at 4°C for 1 h in DMEM supplemented with 0.15% (wt/vol)
pronase (Sigma Chemical, St. Louis, MO) and pelleted in a benchtop
microfuge (Beckman, Fullerton, CA) for 10 min at 4°C. The pellet
was washed twice by resuspension/sedimentation in PBS-Ca?* and
finally lysed in 0.01% (vol/vol) Triton X-100 (Serva Biochemicals,
Heidelberg, Germany). HRP activity in the lysate was measured by
a stopped colorimetric assay with the use of ortho-dianisidine as a
substrate (Cupers et al., 1994), normalized to a 1 mg/ml extracellular
concentration (to provide data equivalent to clearance values, ex-
pressed in nl/mg cell protein), and divided by the cell protein
content measured by the bicinchoninic acid procedure with BSA as
a standard (Smith ef al., 1985). Endogenous peroxidase activity,
equivalent to ~15 ng HRP/mg cell protein, was subtracted from all
values as blank.

For experiments with cytochalasin E, wortmannin, 2-nitro-4-car-
boxyphenyl N,N-diphenylcarbamate (NCDC) (all Sigma), LY294002,
and U73122 (both Calbiochem), all stock solutions were made in
DMSO. The final concentration in this solvent never exceeded 0.2%
(vol/vol), at which concentration DMSO affected neither the quantita-
tive intracellular uptake of HRP nor the qualitative labeling with Texas
Red-dextran.

Receptor-mediated Endocytosis of Transferrin

Iron-saturated human transferrin (Sigma) was radiolabeled with
[***T]iodine (100 mCi/ml; Amersham, Buckinghamshire, UK) as
described (McFarlane, 1958) to a specific radioactivity of 500-1100
cpm/ng protein. Cells were incubated at 37°C in DMEM containing
2 pg/ml ' I-transferrin, washed extensively at 4°C, surface-di-
gested with pronase, pelleted, rinsed, and lysed in Triton X-100 as
described above. The radioactivities associated with the pellet and
the supernatant were taken as measures of intracellular and surface-
bound transferrin, respectively. Intracellular '?°I-transferrin content
was divided by pronase-releasable counts to yield endocytosis effi-
cacy (Wiley and Cunningham, 1982).

Pulse-Chase Experiments

For pulse-chase experiments, cells were incubated at 37°C in DMEM
supplemented with HRP for 30 min or with transferrin for 7 min,
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washed briefly at 4°C, and reincubated at 37°C for the indicated
intervals. Thereafter, cells were transferred rapidly to 4°C, washed
extensively as described above, digested with pronase, pelleted,
lysed, and assayed for HRP activity or radioactivity and protein
content. Results were expressed as the residual fraction of the
intracellular amount of tracer at the initiation of the chase and
adjusted by least-squares fitting to an exponential decay equation as
reported previously (Cupers et al., 1994).

Western Blotting

Cells were solubilized in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% Nonidet P-40,
0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM
PMSF, a mixture of aprotinin, leupeptin, and pepstatin (5 mg/ml
each), 1 mM Na;VO,, and 1 mM NaF, boiled for 3 min in Laemmli
buffer with 0.1 M DTT, and separated on 7.5% polyacrylamide gels.
Proteins were transferred from the gel to a polyvinylidene difluo-
ride membrane (Boehringer Mannheim) during 16 h at 250 mA in
100 mM Tris, 16 mM glycine, and 20% methanol. After blocking for
~2 h in 50 mM Tris, 90 mM NaCl, and 2 mM CaCl,, pH 8, contain-
ing 5% (wt/vol) BSA, the membrane was incubated overnight at 4°C
under gentle shaking with 1 ug/ml in the same buffer containing
1% BSA and a 1:1000 dilution of rabbit anti-rat p85 antiserum
(Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Bound antibodies were
detected with ?I-protein A (30 mCi/mg, 1 uCi/blot; Amersham)
and then washed. Dried polyvinylidene difluoride membranes were
exposed for 1-2 d to a phosphor screen, and the signal was detected
with a Phosphorlmager and quantified with ImageQuant (both
from Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

In Situ Assay of PI3K

This assay was based on metabolic labeling of lipids in living cells,
followed by HPLC analyses of 3-phosphoinositides. Cells (~20 mil-
lion per 150-cm? Petri dish) were incubated in phosphate-free
DMEM containing 0.5% FCS and 250 pCi/ml [**PJorthophosphate
(9000 Ci/mmol; Amersham) for 6 h at 37°C in the presence or
absence of inhibitors. Cells were washed briefly in PBS at 4°C and
harvested with 3.75 ml of 2.4 N HC], and the dish was further rinsed
with 3 ml of methanol. Lipids of these combined fluids were ex-
tracted with 4.5 ml of chloroform, dried under N,, and then sepa-
rated by thin-layer chromatography on silica gel-coated plates
(Merck, Darmstadt, Germany) with the use of chloroform:acetone:
methanol:acetic acid:water (80:30:26:24:14, vol/vol). The spots cor-
responding to PtdIns(3,4)P2 and PtdIns(3,4,5)P3 were identified by
staining with iodine vapor, scraped off, deacylated, and analyzed
with HPLC on a SAX column (Whatman, Maidstone, United King-
dom), as described (Gratacap et al., 1998).

In Vitro Assay of PI3K

Cells were solubilized on ice with 500 ul of lysis buffer (50 mM
HEPES, pH 7.2, 50 mM B-glycerophosphate, 50 mM KF, 5 mM
NaPPi, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.2% Triton X-100,
1 mM DTT, 1% Nonidet P-40, 0.5 uM microcystin, 1 ug/ml leupep-
tin, 1 ug/ml aprotinin, 1 mM benzamidine, 0.2 mM PMSF, 4 ug/ml
trypsin inhibitor, 1 ug/ml pepstatin, 2 mM Na;VO,). To test for
insulin sensitivity, control cells were incubated with 100 nM insulin
for exactly 1 min. After 10 s of agitation, the lysate was frozen as
aliquots in liquid N,. For the analysis, thawed samples were cen-
trifuged at 4°C (20 min at 10,000 X g). An aliquot of the supernatant
(corresponding to 1 mg of protein) was immunoprecipitated in the
presence of lysis buffer for 2 h with 3 ug of rabbit anti-IRS-1 (Upstate
Biotechnology) preabsorbed to 20 ul of protein A-Sepharose (Phar-
macia Biotech, Uppsala, Sweden). The immunoprecipitate was
washed three times with PBS containing 1 mM Na;VO,, including
1% Nonidet P-40 in the first washing. PI3K activity was finally
measured as described (Krause et al. 1996).
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In Situ Assay of PI-PLC

This activity was assayed by quantification of intracellular IP3 lev-
els, as recommended by the manufacturer (New England Nuclear
Life Science, Boston, MA). Briefly, cells were preincubated at 37°C in
DMEM supplemented with 10% FCS overnight, washed rapidly
with PBS-Ca?*, and transferred for 1 h to DMEM without serum in
the presence or absence of the indicated inhibitors; the last 10 min
occurred with 10 mM added LiCl. The reaction was terminated by
aspirating the medium off the cells and adding 20% (wt/vol) ice-
cold trichloroacetic acid. Cells were scraped off on ice, vortexed, and
centrifuged at 1000 X g for 10 min. The supernatant was further
incubated for 15 min at room temperature. After trichloroacetic acid
was removed by extraction with trichlorotrifluoroethane:trioc-
tylamine (3:1), IP3 in cell extracts was determined by a competitive
radioligand-binding assay with the use of a standard membrane
receptor preparation and 0.4 uCi/ml [PHJIP3. After 1 h of binding
on ice, membranes were recovered by centrifugation at 2000 X g for
20 min and dissolved with 0.15 M NaOH, and radioactivity was
determined in a scintillation counter. IP3 concentration was deter-
mined in triplicate based on a standard curve and expressed as
pmol/mg protein.

RESULTS

v-Src and K-Ras Constitutively and Selectively
Accelerate Fluid-Phase Endocytosis in Fibroblasts

We have previously reported, in experiments with both a
thermosensitive and a thermostable variant of pp60s™, that
v-Src causes constitutive macropinocytosis in Rat-1 fibro-
blasts (Veithen et al., 1996, 1998). The analysis was first
extended to subcloned K-Ras—transformed Rat-1 cells. Fluid-
phase endocytosis, followed by the intracellular accumula-
tion of HRP in serum-deprived cells, was similarly acceler-
ated approximately twofold by either v-Src or K-Ras (Figure
1A). The difference was already evident after 5 min of up-
take, arguing against an effect by inhibition of fluid-phase
efflux (ie., regurgitation). This was confirmed by pulse-
chase experiments, in which efflux was comparable in K-
Ras—transformed fibroblasts and even moderately acceler-
ated in v-Src-transformed fibroblasts (Figure 1C). Thus, both
oncogene products accelerate fluid-phase entry. This effect
was selective for fluid-phase endocytosis, because pathways
of receptor-mediated endocytosis of transferrin were only
marginally affected by v-Src and K-Ras, both in entry (Figure
1B) and efflux (Figure 1D). Although Src kinase was recently
reported to accelerate receptor-mediated endocytosis of
EGF, its effect was also marginal in fibroblasts after intervals
of uptake of >1 min, as used in the present study (Wilde et
al., 1999). A selective stimulation of fluid-phase endocytosis
is suggestive of macropinocytosis.

Production of Macropinosomes by Constitutive
Ruffling and Their Fate in Transformed Fibroblasts

In contrast to the spindle-shaped parental Rat-1 fibroblasts,
v-Src— and K-Ras-transformed Rat-1 fibroblasts generally
exhibited one major or a few elongated cellular extensions
that showed active ruffling at their tips. By scanning electron
microscopy, these active zones generated curling lamellipo-
dia (Figure 2). With bright-field contrast and time-lapse
recording, individual lamellipodia were most conveniently
studied at the tips of these cellular extensions, where they
were shown to fold back against one another and isolate
large fluid droplets that rounded up within 10 to 20 s, i.e.,
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Figure 1. Constitutive stimulation

PI3K and PI-PLC in Macropinocytosis

of fluid-phase, but not receptor-me-

t : [ 400 | A B v-Src
diated, endocytosis by v-Srcand K- & ® K-Ras
Ras. Control (O), v-Src-trans- 2o
formed (M), or K-Ras—-transformed 5 ® 300 o cT
(@) Rat-1 fibroblasts were trans- @ §
ferred for 30 min in DMEM without 3 =3
serum and then incubated in K g’ 200
DMEM  supplemented with 4 2 S
mg/ml HRP for the indicated inter- 8 £
vals of pulse (A) or 30 min (C) or g 100
with 50 nM '?5I-transferrin and 1% £

BSA for the indicated intervals of

11

1.0 —£ -1
09 - ]
0.8 — -

0.7 - -1

(residual fraction)

[
o
T
—a
|

Intracellular peroxidase

|
1T

pulse (B) or 7 min (D). Cells in C Y
and D were briefly washed at 4°C

c
and reincubated in DMEM at 37°C =)
for the indicated intervals of chase. & § 3 -
Finally, cells were washed exten- ‘2 g
sively at 4°C and surface-digested g =
with pronase. Values of intracellu- =35 2
lar accumulation of HRP were nor- 53
malized as indicated in MATERI- T o
ALS AND METHODS. Intracellular 5 1k
125]_transferrin accumulation was 3] g
divided by pronase-releasable =
counts (considered as surface- 0 L1 |

Intracellular transferrin
(residual fraction)

bound) to yield receptor-mediated 0
endocytosis efficacy. In C and D,
residual intracellular contents nor-

20

Time of pulse (min)

40 60 0 20 40 60 80 100
Time of chase {min)

malized as described above were expressed as percentages of corresponding values at the end of the chase, and curves were fitted to
monoexponential decays. Values shown are means = SD of three dishes from one experiment. Kinetics of uptake and chase was reproduced

at least three times and twice, respectively.

macropinosomes (Figure 3). At the peripheral ruffling zones,
macropinosomes were generated one after the other, about
every 1 min, producing linear alignments along the slender
cellular extensions. Macropinosomes then showed a slow
centripetal movement along the cellular extension, at a rate
of ~1 um/min at ~25°C. This kinetics is comparable to that
reported for the lucent pinocytic vesicles generated at the
growth cone of isolated dorsal root ganglion neurons (Na-
kai, 1956) or for photobleached actin filaments at lamellipo-
dia (Condeelis, 1993). Infrequently, macropinosomes could
fuse with one another; again, the fusion product rapidly
rounded up, indicating external tension or internal pressure.

Filling of light-lucent vesicles by Texas Red—-dextran
could readily be seen by confocal microscopy in v-Src—
transformed (Figure 4B) and K-Ras-transformed Rat-1 fibro-
blasts (comparable image; our unpublished results), directly
demonstrating their endocytic nature. The combination of a
short pulse with the appropriate setting of fluorescence de-
tection allowed us to limit detection to macropinosomes and
to leave endosomes essentially undetected (Veithen et al.,
1998). Texas Red—dextran-labeled macropinosomes were ex-
ceptional in the parental Rat-1 cells (Figure 4A).

Constitutive Macropinocytosis in Transformed
Fibroblasts Depends on Actin Cytoskeleton
Reorganization

In control Rat-1 fibroblasts, F-actin was mostly associated
with longitudinal stress fibers that were colinear when cells
were aligned (Figure 5A). In v-Src—transformed (Figure 5B)
and K-Ras-transformed Rat-1 fibroblasts (Figure 5E), stress
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fibers had disappeared and F-actin was mostly recruited to
ruffling membrane domains. Upon incubation for 30 min in
1 uM cytochalasin E, one of the most potent members of this
family of inhibitors, both stress fibers and F-actin at the
ruffling zones became fragmented (our unpublished results).
Whereas intracellular accumulation of peroxidase in paren-
tal Rat-1 fibroblasts was not affected by cytochalasin E, it
was severely inhibited in v-Src— and K-Ras-transformed
cells, almost to the level of their nontransformed counterpart
(Figure 6).

Constitutive Macropinocytosis in Transformed
Fibroblasts Depends on PI3K Activity

The difference in intracellular peroxidase accumulation be-
tween v-Src— or K-Ras-transformed fibroblasts and their
nontransformed counterpart was abrogated within less than
1 h upon pharmacological inhibition of PI3K by wortmannin
and LY294002 (Figure 7, A and B). The inhibition was dose-
dependent and complete at 100 nM wortmannin and 20 uM
LY294002. Although receptor-mediated endocytosis of
transferrin was reported to be sensitive to wortmannin in
various cell types (Spiro et al., 1996), it was not appreciably
affected by the two PI3K inhibitors in the three cell lines
analyzed in this study (Figure 7C).

Effect of Dominant-Positive and Dominant-Negative
p85a

Because bovine regulatory subunit p85a can interact with
the p110 PI3K catalytic subunit from various species, we

3457

101


Yves MARCHAND
101


M. Amyere ef al.

stably transfected the parental Rat-1 fibroblasts with a plas-
mid coding for wild-type bovine p85a to generate domi-
nant-positive cells (referred to as Wp85a). We also stably
transfected v-Src—transformed Rat-1 fibroblasts with an ex-
pression vector for a truncated bovine p85a subunit whose
domain of interaction with the catalytic PI3K subunit was
deleted to generate dominant-negative cells (v-Src/Ap85a).
As a result, the intensity of p85 demonstrated by Western
blotting increased ~2.5-fold both in Wp85a cells compared
with nontransfected control fibroblasts and in v-Src/Ap85a
cells compared with nontransfected v-Src fibroblasts (Figure
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Figure 2. Scanning electron micros-
copy. (A) Control Rat-1 fibroblasts; (B
and F) v-Src fibroblasts; (C and G)
K-Ras fibroblasts; (D and H) Wp85«
fibroblasts; (E) v-Src/Ap85a fibro-
blasts.

8). These values suggest a moderate overexpression of ex-
ogenous p85 in the stable transfectants, as anticipated for
viable constructs, but do not allow us to accurately establish
the relative level of exogenous and endogenous p85, because
it cannot be ascertained whether antibodies raised against
endogenous (rat) p85 recognize with equivalent efficiency
exogenous (bovine) p85. Interestingly, transformation by Src
and Ras enhanced p85 expression by itself (~2.3- and 1.5-
fold, respectively).

Both stable transfectants showed dramatic phenotypic
alterations. Rat-1 cells stably transfected for wild-type
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Figure 3. Formation of a macropinosome by membrane ruffling in
a v-Src-transformed fibroblast. (A) Bright-field contrast image of
overlapping cellular extensions from two adjacent v-Src fibroblasts.
The extension in the focal plane contains four round electron-lucent
vacuoles of irregular size, and its tip shows active ruffling. The 10
smaller images below are taken from the same field at 10-s intervals.
At the ruffling membrane, a large lamellipodium (arrows in B-E)
appears to fold back and to generate an ovoid macropinosome
(arrow in G), which rounds up within ~10 s (H), then docks to (I)
and fuses with (J) a preexisting macropinosome. The fused or-
ganelle similarly rounds up within 10 s (K). Bars, 10 um.
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bovine p85a expression (Wp85a) assumed a round cell
body, devoid of stress fibers (Figure 5C), but showing one
major or several cellular extensions, with extensive ruf-
fling (Figure 2, D and H) and active macropinosome gen-
eration, even more than in v-Src-transformed cells (Figure
4C). This was reflected by a strong increase of peroxidase
accumulation without a change in peroxidase efflux (Fig-
ure 9).

In contrast, v-Src-transformed Rat-1 fibroblasts stably
transfected for expression of truncated bovine p85a (v-Src/
Ap85a) assumed an abnormally flat and spread-out appear-
ance, rigidified by an extensive array of parallel stress fibers
(Figure 5D), and no longer showed ruffling (Figure 2E) and
macropinosome formation (Figure 4D). This was reflected
by a similar level of peroxidase accumulation as in the
original Rat-1 fibroblasts (see Figure 11A).

Interestingly, the effect of Src and dominant-positive p85a
transfection on the actin cytoskeleton could be reversed
within 30-60 min by pharmacological inhibitors of either
PI3K (100 nM wortmannin; Figure 5F) or PI-PLC (100 uM
NCDC; our unpublished results). This was paralleled by a
strong decrease of the population of cells showing active
membrane ruffling upon wortmannin (16 * 8% of the frac-
tion observed in untreated v-Src cells, 2 = 4% for Wp85«a
cells) or NCDC (32 = 14% of the fraction in untreated v-Src
cells, 10 * 8% for Wp85« cells) administration. In addition,
the PI-PLC inhibitors NCDC and U73122 suppressed mac-
ropinocytosis in v-Src-transformed fibroblasts and in
Wp85a cells (Figure 10, A-C), without detectable effect on
receptor-mediated endocytosis of transferrin. These rapid
inhibitions indicated that active cytoskeleton remodeling,
membrane ruffling, and macropinocytosis did not depend
on (indirect) changes in gene expression but depended di-
rectly on permanent activation of PI3K and PI-PLC in these
cells. This prediction was tested directly by corresponding
enzyme assays.

Assays of PI3K

PI3K activity was first measured by an in situ assay, based
on incorporation of 32P, lipid extraction, and phosphoinosi-
tide analysis by HPLC, and compared with macropinocyto-
sis, measured by the difference in peroxidase accumulation
with control cells (Figure 11A). In Rat-1 and the dominant-
negative construct v-Src/Ap85«, 3?P incorporation into
PtdIns(3,4)P2 was low, and no incorporation could be de-
tected at the position of PtdIns(3,4,5)P3. In contrast, incor-
poration into PtdIns(3,4)P2 was increased ~7-fold upon v-
Src transformation, 4-fold upon K-Ras transformation, and
>25-fold in the dominant-positive construct Wp85a, and
there was a signal of corresponding relative intensity at the
position of PtdIns(3,4,5)P3 in these cells. We have verified
that 3P incorporation into PtdIns(3,4)P2 was abrogated by
wortmannin and LY294002 in Src-transformed cells and by
wortmannin in Wp85a cells (all <5% of untreated cells). In
contrast, this assay in Src cells was not affected by NCDC, a
PI-PLC inhibitor that also abrogates macropinocytosis (Vei-
then ef al., 1998; see below). In addition, NCDC had no effect
in an in vitro PI3K assay on two recombinant isoforms (the
class 1, member pl10a/p85c and the class Iy member
p110+y; R. Stein, personal communication). This finding in-
dicates that PI3K and PI-PLC are both involved in the sig-
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naling pathway leading to actin cytoskeleton remodeling in
transformed cells.

Because Rat-1 fibroblasts respond to insulin, and rodent
and bovine p85« interact similarly with insulin-responsive
substrate-1 (IRS-1), activation of PI3K was also explored by
immunoprecipitation of IRS-1 followed by measurement of
PI3K activity in the immunoprecipitate. This alternative in
vitro assay, presented at Figure 11B, shows that PI3K re-
cruitment at the plasma membrane, as retrieved by coim-
munoprecipitation with IRS-1, was increased ~17-fold upon
transformation with v-Src and 20-fold in the dominant-pos-
itive construct Wp85«, but it was abolished in v-Src—trans-
formed cells by the dominant-negative construct v-Src/
Ap85a.

3460

Figure 4. Filling of macropinosomes by a
fluorescent fluid-phase tracer. The indi-
cated cells were incubated for 7 min in
DMEM supplemented with 1 mg/ml
Texas Red-dextran, washed, and exam-
ined immediately in the confocal micro-
scope by fluorescence and bright-field im-
aging. Fused images are presented.
Extensions with ruffled ends that contain
several aligned macropinosomes are evi-
dent in v-Src (B) and especially Wp85« (C)
fibroblasts. They are not seen in control
(A) and v-Src/Ap85a (D) fibroblasts. The
two nonfluorescent distal macropino-
somes in B were presumably formed after
washing (see also Veithen et al., 1998).

Activation of PI-PLC and Its Relation with PI3K

The activity of PI-PLC was also measured in situ by quan-
tification of intracellular levels of its product IP3. In addi-
tion, because PDGF signaling involves PI3K and PI-PLC in
sequential order (Falasca ef al., 1998) and inhibitors of both
enzymes abrogate constitutive macropinocytosis in trans-
formed fibroblasts (Veithen et al., 1998), we finally explored
their relation in the signaling cascade with the use of this
assay. Activation of PI-PLC in v-Src-transformed fibroblasts
and Wp85a cells was demonstrated directly by a fivefold
increase in IP3 level, as measured by a radioreceptor assay
(Figure 12). In these two cell lines, PI-PLC activation was
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Figure 5. Actin cytoskeleton reorganiza-
tion. F-actin was decorated with rhoda-
mine-phalloidin in untreated control (A),
v-Src (B), K-Ras (E), Wp85a (C), v-Src/
Ap85a (D), or wortmannin-treated (100 nM
for 30 min) Wp85«a (F) fibroblasts. Stress
fibers are almost absent in v-Src (B), K-Ras
(E), and Wp85« (C) fibroblasts but reappear
in these cells within 30 min after PI3K inhi-
bition by wortmannin (F) and are promi-
nent in stable v-Src/Ap85a transfectants
(D). Bars, 10 wm.

suppressed not only by NCDC but also by wortmannin.
PI-PLC activation was also suppressed by the dominant-
negative construct of PI3K. These data demonstrate that
PI-PLC is activated upon recruitment on PI3K products and
thus place PI-PLC downstream of PI3K in the same signaling
cascade of oncogene-induced constitutive macropinocytosis.

DISCUSSION

We have previously reported that v-Src causes constitutive mac-
ropinocytosis in Rat-1 fibroblasts (Veithen et al., 1996, 1998). In
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their pioneering study, Bar-Sagi and Feramisco (1986) had shown
that microinjection of the constitutively activated oncoprotein H-
Ras, a palmitoylated and farnesylated molecule that partitions
into rafts (Roy et al., 1999), produces lasting membrane ruffling
and the appearance of large pinocytic vacuoles. The present study
extends their observations to another activated oncogene, K-Ras.
Because the latter, like v-Src, is rich in polybasic stretches and is
not recruited on caveolar domains (Roy et al., 1999), signaling
through caveolae does not appear to be required for the stimula-
tion of ruffling and pinocytosis. Our data further clarify the sig-
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Figure 6. Constitutive macropinocytosis is abrogated by cytocha-
lasin E in transformed fibroblasts. Control (white bars), v-Src (black
bars), and K-Ras (hatched bars) fibroblasts were preincubated for 30
min in DMEM without serum supplemented with the indicated
concentrations of cytochalasin E and then incubated for another 30
min in the same medium supplemented with 4 mg/ml HRP. Per-
oxidase accumulation is calculated as in Figure 1. Values are
means * SD of three dishes.

nificance of their observations by demonstrating that K-Ras en-
hances pinocytosis as a result of constitutive macropinocytosis.
The analysis of its signaling pathway also provides a molecular
linkage with v-Src-induced constitutive macropinocytosis (Vei-
then et al., 1996, 1998).

Macropinocytosis, an integrated end point of membrane—
cytoskeleton interactions, is currently receiving considerable
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Figure 8. p85 expression. Equal loads of the indicated cell lysates
were analyzed by Western blotting with a polyclonal antiserum
against rat p85.

attention as a tool to decipher their molecular regulations. A
common theme in signaling cascades is the recruitment of
various regulatory or effector proteins at the cytoplasmic
leaflet of the plasma membrane, either by protein-lipid in-
teractions on D3 phosphoinositides via pleckstrin-homol-
ogy, lysine/arginine-rich, or SH2 domains (Martin, 1998;
Rameh and Cantley, 1999), or by protein—protein interac-
tions via SH2, SH3, or proline-rich domains (Pawson, 1995).
By analogy with the signaling pathway downstream of
PDGF (Falasca et al., 1998), we tested the hypothesis that
v-Src and K-Ras similarly recruit and activate PI3K and
PI-PLC.

This interpretation was supported by several lines of ev-
idence from other experimental systems. First, PI3K func-
tions upstream of Rac, because stimulation by PDGF and
insulin of the Rac exchange factor depends on PI3K
(Hawkins et al., 1995), and because PI3K inhibition by wort-
mannin or LY294002 prevents induction of membrane ruf-
fling by PDGF or activated Ras but not by activated Rac
(Kotani ef al., 1994; Wennstrom et al., 1994; Nobes and Hall,
1995; Rodriguez-Viciana et al., 1997). Second, Src and Ras
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Figure 7. Constitutive macropinocytosis, but not receptor-mediated endocytosis, is abrogated by pharmacological inhibition of PI3K in
transformed fibroblasts. Control (O), v-Src (M), and K-Ras (@) fibroblasts were preincubated for 30 min in DMEM without serum
supplemented with the indicated concentrations of wortmannin or LY294002 and then incubated for another 30 min in the same medium with
4mg/ml added HRP (A and B) or for 10 min with 50 nM added ?*I-transferrin and 1% BSA (C). Intracellular tracer accumulation is calculated
as in Figure 1. Values are means = SD of three dishes. The concentration-dependence of the effects of PI3K inhibitors on control and

v-Src-transformed fibroblasts was reproduced at least three times.
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interact directly with PI3K. Third, the D3 subgroup of PI3K
products serves as site-specific membrane signals to directly
recruit various cytosolic proteins and generate protein com-
plexes at the interface with the cytoplasm. Among the many
proteins that preferentially bind to the D3 subgroup are
PLCy1, some guanine nucleotide exchange factors, and var-
ious regulators of the actin cytoskeleton (Falasca et al., 1998;
Martin, 1998). All of these constituents are of potential im-
portance for macropinocytosis.

Our study demonstrates that v-Src and K-Ras produce
constitutive macropinocytosis by permanently activating
PI3K, resulting in a manyfold enrichment of 3-phosphoi-
nositides at the total cellular level, which may reflect much
higher concentrations in active membrane domains. This
increase closely correlates with a profound reorganization of
the actin cytoskeleton, active ruffling, and macropinocytosis,
the most dramatic response being found for the dominant-
positive Wp85« fibroblasts. Conversely, cytoskeleton reor-
ganization and macropinocytosis were abrogated by wort-
mannin and LY294002 and by the dominant-negative

Time of pulse (min)

40 60 0 20 40 60 80
Time of chase (min)

expression of the PI3K adaptor subunit p85«, which is com-
petent for being recruited at the plasma membrane but was
unable to recruit the PI3K catalytic subunit p110. In contrast
to its direct role in the constitutive formation of macropino-
somes in oncogene-transformed fibroblasts, Murray et al.
(2000) recently reported that PI3K was not required for the
accelerated formation of endocytic vesicles in M-CSF-stim-
ulated macrophages but was necessary for their subsequent
centripetal movement and increase of size, presumably by
homotypic fusion. This discrepancy emphasizes that differ-
ent machineries may operate in constitutive versus tran-
siently stimulated macropinocytosis.

The signaling pathway downstream of PI3K involves mul-
tiple arms. Among these, PLCy1, but not PLCv2, is recruited
directly at plasma membrane ruffles, and a sequential sig-
naling via PI3K lipid products to PLCyl has been demon-
strated for the response of mast cells to stimulation by
immunoglobulin E receptor cross-linking (Barker et al.,
1998). In addition, recruitment by protein—protein interac-
tions is also possible, as indicated by coimmunoprecipitation
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Figure 10. PI-PLC inhibitors abrogate constitutive macropinocytosis in v-Src-transformed and Wp85a stably transfected fibroblasts. (A and
B) Control or Src fibroblasts were preincubated for 30 min in DMEM without serum supplemented with the indicated concentrations of
inhibitors and then incubated for another 30 min in the same medium with 4 mg/ml added HRP. (C) Rat-1/v-Src and Rat-1/Wp85«a
fibroblasts were preincubated for the indicated times with 100 uM NCDC, and HRP was added for the last 30 min of incubation. Values are
means * SD of four dishes. The concentration-dependence of the effects of PI-PLC inhibitors on control and v-Src-transformed fibroblasts

was reproduced at least three times.

Vol. 11, October 2000

107

3463


Yves MARCHAND
107


M. Amyere ef al.
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Figure 11. PI3K activity correlates with constitutive macropinocytosis. (A) PI3K was assayed in situ and compared with peroxidase
accumulation. The indicated cells were incubated for 6 h in phosphate-free DMEM containing 0.5% dialyzed FCS and 250 uCi/ml
[*?PJorthophosphate. Inhibitors were added 30 min before this incubation and maintained throughout. After a brief wash, cell lipids were
extracted and phosphoinositides were analyzed by HPLC and expressed in absolute counts. ND, not detectable. Data for PtdIns(3,4)P2 levels
are from one experiment representative of two to five experiments. Counts of PtdIns(3,4,5)P3 are from the same experiment, which provided
the best resolution of this minor compound. These values are compared with macropinocytosis, measured after cells were incubated for 30
min in DMEM without serum in the presence or absence of the inhibitors and then for another 30 min with HRP, as in Figure 1. Values are
means + SEM of 16 to 89 dishes compiled from all experiments performed for this paper. (B) PI3K was assayed in vitro in the indicated cell
lines after IRS-1 immunoprecipitation. Values are means = SEM of five to nine dishes per condition.

of PI3K and PI-PLC. Plasma membrane translocation would
allow PLCyl to be intimately associated with the signal
transduction complexes and to be activated by phosphory-
lation as well as by recruitment close to its substrate
PtdIns(4,5)P2. However, independent PI3K and PLCy1 path-
ways in response to PDGF receptor activation have been
suggested (Ronnstrand et al., 1999).

We first report in this work that PI-PLC is constitutively
activated in v-Src-transformed fibroblasts and upon PI3K
activation by dominant-positive Wp85a transfection. This
was shown by a major increase in IP3 levels and its abroga-
tion by the PI-PLC inhibitor NCDC. Second, PI-PLC activa-
tion depends on PI3K products, because it was suppressed

3464

108

by wortmannin and upon dominant-negative Ap85a trans-
fection. Third, PI3K and PI-PLC are both mandatory inter-
mediates in constitutive ruffling and macropinocytosis, be-
cause both activities can be suppressed by pharmacological
inhibitors of each of these enzymes. In conclusion, early
signaling depends on the sequential activation of PI3K,
which is blocked by wortmannin, and then of PI-PLC, which
is inhibited by NCDC. Once activated upon plasma mem-
brane recruitment, PI-PLC produces the cytosolic messenger
IP3, which triggers Ca®* release from intracellular stores
and thereby affects the actin cytoskeleton.

Actin cytoskeleton dynamics is controlled by the small
GTPases Rac, Rho, and Cdc42 (Schmidt and Hall, 1998). Like
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v-Src + 100 nM wortmannin

v-Src + 50 yM NCDC

Figure 12. PI-PLC is downstream of PI3K in the
same signaling pathway to constitutive macropino-
cytosis. In situ phospholipase activity was deter-
mined by intracellular IP3 levels with the use of a
competitive radioligand-binding assay. The indi-
cated cells were preincubated at 37°C for 1 h with
DMEM without serum supplemented with the indi-
cated concentrations of inhibitors. All values are
means = SEM of four dishes pooled from two sep-
arate experiments.

the plasma membrane recruitment and activation of PI-PLC,
conversion of Rac from its inactive, GDP-bound form to its
active, GTP-bound form upon PI3K activation (Leevers et al.,
1999) is attributed to the recruitment on D3 phosphoinositi-
des of a guanine nucleotide exchange factor (Carpenter et al.,
1997; Hall, 1998), possibly through the pleckstrin-homology
domain of the guanine nucleotide exchange factor Vav (Han
et al., 1998). In addition, Rac in its activated form can phys-
ically associate with PI3K, an association enhanced upon
PDGEF exposure. In turn, Rac activates PtdIns(4)P 5-kinase to
produce PtdIns(4,5)P2, which competes with gelsolin, result-
ing in F-actin uncapping (Carpenter ef al., 1997).

Our results illustrate the striking inverse relationship be-
tween cortical actin recruitment supporting ruffling and
macropinocytosis, which presumably depend on Rac, and
the formation of stress fibers, which depends on Rho (Hall,
1998). Two mechanisms have been proposed to explain how
Src leads to the rapid disappearance of actin stress fibers,
one linked to its tyrosine kinase activity and the other in-
volving a PI3K relay. In the first mechanism, Rho can be
rapidly inactivated by Src as a result of tyrosine phosphor-
ylation of p190, which triggers its association with its inac-
tivator p120RasGAP (Fincham et al.,, 1999). Alternatively,
PI3K activation, demonstrated directly in the present study,
was reported to be necessary and sufficient for insulin-stim-
ulated stress fiber breakdown, as shown by wortmannin
inhibition and expression of constitutively active p110 PI3K
subunit (Martin et al., 1996). How PI3K products control Rho
is currently unknown.

Finally, 3-phosphoinositides can also directly recruit and
modulate various regulators of the actin cytoskeleton
through interaction via their domains rich in basic and hy-
drophobic sequences, including gelsolin, profilin, cofilin,
and vinculin (Martin, 1998). In knockout mice, gelsolin was
found to be necessary for the growth factor-stimulated mac-
ropinocytosis in fibroblasts (Azuma et al., 1998) but was not
essential for phorbol myristyl acetate-stimulated and con-
stitutive macropinocytosis in dendritic cells (West et al.,
1999). Increasing the number of free barbed ends available
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for filament elongation would support membrane ruffling.
In addition, because Rho rigidifies nontransformed cells by
promoting the formation of actin stress fibers (Hall, 1998), its
inactivation should both decrease physical constraints
against membrane movement and increase actin availability
for the cytocortex. Interestingly, lamellipodia extension trig-
gered by PDGF correlates with a decrease in membrane
tension, and this response is blocked by the PI-PLC inhibitor
U73122 (Raucher and Sheetz, 2000).

Like phagocytosis, macropinocytosis in mammalian cells
clearly depends on actin polymerization at the plasma mem-
brane. Direct dependence of macropinocytosis on actin is in
marked contrast with clathrin-dependent micropinocytosis,
which was affected neither by cytochalasins (Figure 6) (Gai-
darov et al., 1999) nor by PI3K inhibitors in our experimental
system. However, whereas it is clear that PI3K controls
pseudopod extension, its requirement for their fusion is still
controversial, and it may vary with the particle size (Araki et
al., 1996; Cox et al., 1999; Swanson et al., 1999). In addition,
whereas PI3K inhibition suppresses macropinocytosis in
Dictyostelium (Seastone et al., 1998; Zhou et al., 1998), it does
not affect phagocytosis in these cells (Seastone et al., 1999),
suggesting that these two processes requiring cortical actin
polymerization could be differentially regulated.
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CHAPITRE 3. CONCLUSIONS,

3.1. Phénoménologie de la macropinocytose constitutive induite

par desoncogenes.

3.1.1. La macropinocytose constitutive des fibroblastes
transformeés par v-Src est une forme d’endocytose bien
distincte.

La macropinocytose et  une forme  dendocytose  dructurdlement et
fonctionnellement digincte de la micropinocytose. En effet, la locdisation en microscopie
confocae d'un traceur de |'endocytose fluide, le dextran, e d'un traceur de I’endocytose
médiée par récepteurs, la transferring, montre leur ségrégetion totde gores 5 minutes de
capture smultanée dans les fibroblastes transformés par v-Src. Les macropinosomes prennent
principdement naissance au niveau des prolongements cdlulares et se déplacent lentement
vers le péikaryon, a une vitesse d'environ 1 pnmvmin, dors que I’ on sait que la trandferrine est
générdement intérioriste a partir de I'ensemble de la périphéie cdlulare par les petites
vésicules mantelées et gqu'dle progresse trés vite, par mouvements sdtatoires, vers la région
périnucléare qu' dle ateint en effet en 5 minutes dans les fibroblagtes transformés (Veithen et
al., 1998). De plus, toutes les perturbations pharmacologiques de la macropinocytose utilisées
dans notre travall (la cytochdasine E, la wortmannine et LY 294002, le NCDC et I'U73122,
ansg que le dibutyryl AMPcylique) n'ont pas eu deffet gppréciable sur I’endocytose médiée
par récepteurs.

Dans les cdlules du cacinome épidermoide human A431 qui  surexpriment
fortement le récepteur EGF, la liaison de I'EGF & son récepteur stimule ¢Src qui phosphoryle
a son tour la chdine lourde de la dathrine en Tyr'*’’. Cedi favorise le recrutement et
I'assemblage du complexe cdlathring/adaptateur AP2, et accdére la formaion des vésicules
mantelées (Wilde et al., 1999). La premiere partie du doctorat de M. Mettlen vient de montrer
gue c'est également le cas pour vSra/tsL A3l dans les cdlules épithdlides MDCK. Toutefois,
les observations répétées dans notre laboratoire au cours des 5 derniéres années montrent

clarement que ce mécanisme nN'est pas op&ant ou et indgnifiant dans les fibroblastes
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transformés par v-SIc/tsLA29. La différence entre ces divers systemes expérimentaux n'est

pas comprise.

3.1.2. Comme +Src, I’oncogene K-Ras induit une macropinocytose
constitutive.

Dans le cadre de mon travail, j'a montré que |I’oncogéne K-Ras induit égdement la
macropinocytose conditutive dans les fibroblastes. Bar-Sagi et Feramisco avaient dga
rgpporté en 1986 que la microinjection de I'oncogene H-Ras induit le 2ruffling2
membranaire et |'gpparition de grosses vacuoles pinocytaires. Mon travail éablit une relaion
de causdité entre ces deux observations. On peut donc proposer que les vacuoles observées
par Bar-Sagi et Feramisco éaient des macropinosomes. On notera enfin que vSrc et K-Ras
sont tous deux ancrés a b membrane, ou ils sont peut-étre recrutés aux mémes microdomaines
(Roy et al., 1999). En revanche, ces deux oncogenes n'ont guere deffet sur I’endocytose
médiée par e récepteur de latransferrine chez lesfibroblastes Ret- 1.

3.1.3. Les macropinosomes sont formés préférentiellement au
niveau des prolongements cellulaires par le 2ruffling?
membranair e associé aux lamellipodes.

En collaboration avec le Dr. P. Van De Smissen, ja montré que, chez les
fibroblastes transformés par les oncogenes vSrc et K-Ras, |’ éape initide de la formation des
macropinosomes est I'gpparition du 2rufflingg membranaire, préférentidlement au niveau des
prolongements du front de migration cdlulare, les lamelipodes. Ja en outre pu directement
visudisr que les ondulations lamdlaires, riches en actine F (2ruffle), se prolongent puis se
rabattent contre la membrane plasmique pour engendrer des macropinosomes. Chez les
fibroblastes d’embryons de poulet infectés par un mutant thermosensible (td-ts) du virus de
sarcome de Rous, on observe du 2rufflingg membranaire a la périphéie de la mgorité des
cdlules dga 15 minutes gores I’ activation thermique de v-Src (Boschek et al., 1981).

A l'da inactivé, v-Src est principdement locdisée dans la région périnucléaire, ou
dle samble recruté par son extrémité N-terminde myristoylée & par des interactions
protéine/protéine via les domaines SH2 et SH3. Quand dle Sactive, vSrc S autophosphoryle

416

en Tyr'=°, se reocdise vers la membrane plasmique, et y phosphoryle ses divers subdtrats
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pami lesquels la sous-unité régulatrice de la PI3K (p85) et la 2Focad Adhesion Kinase2 ou
FAK (p125). Ceci entraine d'une part la disparition des cébles de tenson et la diminution de
I’adhérence cdlulaire, e dimule d'autre part le remoddlage de I’ actine corticde (Fincham et
al., 1995).

Comme pour v-Src, I'activation de Ras induit sa trandocation du cytosol vers le
feuillet interne de la membrane plasmique, ol ele est ancrée par son extrémité C-terminde
fanesylée. Ras a éé impliquée dans la formation du 2ruffling? via la cascade de dgndisation
Ras~> PI3K > Rac—>ruffling membranaire (Bar-Sagi et Feramisco, 1986; Kotani et al., 1994;
Ridley, 1994; Joneson et al., 1996).

3.2. Régulation de la macropinocytose constitutive induite par des

oncogenes.

3.2.1. Comparaison avec la phagocytose.

S la preuve directe de I'intervention de I'actine dans la formation des vésicules de
micropinocytose reste a gpporter (Lamaze et al., 1997), on sait clairement que la phagocytose
dépend de I'actine corticdle. La sgndisation au cytocortex en regard de la proie implique
géngradement la PI3K e pafois la PLC. Chez les macrophages, toutes les observations
concordent & montrer que la PI3K est nécessaire a la phagocytose de particules de grande
talle (> 25 um de diametre), en intervenant dans deux éagpes de la formation du phagosome :
(i) I'extension des pseudopodes (Cox et al., 1999) et (ii) la fermeture des phagosomes (Araki
et al., 1996). En outre, I'inhibition de la PLC blogue la phagocytose de bactéries non
opsonisées chez Dictyostelium (Seastone et al., 1999) et la phagocytose médiée par le FcgR
chez les macrophages (Botelho et al., 2000). Listeria monocytogenes induit son endocytose
dans les cdlules épithdides (Mengaud et al., 1996) par une interaction entre I'internaine B
de la bactérie et la Ecadhérine. Ce processus S accompagne d'une activation de la PI3K, qui
entraine I'association de la PLCgl avec des protéines tyrosine-phosphorylées. Toutefois, S
I'intériorisation de L. monocytogenes et bloquée par des inhibiteurs de la PI3K, €lle résste a
desinhibiteursdelaPLC (Bierne et al., 2000).

Chez les cdlules de mammiféres, il exite de nombreuses smilitudes entre la
macropinocytose et la phagocytose (voir le Tableau 3.1). On conddere d'alleurs que les

phagosomes 2spacieux? dans lesquels est captée Salmonella typhimurium sont I’ équivaent de
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macropinosomes (Alpuche-Aranda et al., 1994). Notre travail a montré que le 2ruffling? et la

macropinocytose conditutifs dans les fibroblastes transformés par v-Src et K-Ras sont tous
deux abolis par les inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K et de la PLC e dans la

congtruction 2dominante-négative? de la PI3K rédisée chez les fibroblastes transformés par v
Sc. A linverse, le 2rufflingg e la macropinocytose sont fortement activés apres création
d' une congruction 2dominante-postive? de la PI3K chez les fibroblastes non transformés. De
plus, la macropinocytose S accompagne d' une activation importante et permanente de la PI3K
et de la PLC, mise en évidence par leur dosage in situ. Enfin, cette activation permanente est
Fguentidle : PISK® PLC (Amyere et al., 2000). En effet, I'inhibition pharmacologique de la
PI3K ou la congruction du 2dominant-négatif2 chez des fibroblastes transformés par v-Src
abolit non seulement le 2ruffling? et la macropinocytose, mais auss I'activation de la PLC. A
I'inverse, I'activation de la PI3K par v-Src, par K-Ras et par la congruction 2dominante-
postive? de la PI3K dans des cdlules non tranformées, qui stimule non seulement le
2rufflingg membranaire et la macropinocytose mais auss la PLC, résste a des inhibiteurs de
laPLC.
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Tableau 3.1: Comparaison entre de la régulation de la macropinocytose et de la
phagocytose, chez Dictyostelium et les célules de mammiféres. (FcR =
phagocytose médiée par le FcgR ou FceR; CR = phagocytose médiée par les récepteurs du

complément ; (+) = relaisnécessaire ; (-) = suppresseur ; (0) = pas d' effet).

Phagocytose M acr opinocytose Références
Dictyostelium | FcR | CR || Dictyostelium | Mammiféres
c-Src 4 Hunter et al., 1993
§§ \-Src + Veithen et al., 1996
o Syk + Crowley et al., 1997
'z Hck + Fitzer-Attas et al., 2000
o FAK 0 Watson et al., 2001
g ensemble des 0 Seastone et al., 1999
5 tyrosine- + Kusner et al., 1996
= kinases + Sanchez-M ejorada et Rosales,
1998
] PI3K - Seastone et al., 1999
% o9 o/+ Cox et al., 1999
% g = + Araki et al., 1996
8 S 2 + Amyereet al., 2000
> @‘ + Zhou et al., 1998
s SHIP - - Cox et al., 2001
% PLC + Seastone et al., 1999
T 5 + Botelho et al., 2000
% 5 + Amyereet al ., 2000
82 0 Blemeet al., 2000
52 PLD + Exton et al., 1997
a8 + Fallmanet al., 1992
235 PLA2 + Lennartz et al., 1997
&< PAP-1 + Exton et al., 1997
PKC + Seastone et al., 1999
c; % + + Allen et Aderem, 1996
= 0 DellaBiancaet al., 1990
5 S PKA 0 Seastone et al., 1999
PAK1 + Dharmawardhane et al., 2000
H-Ras + Bar-Sagi et Feramisco, 1986
K-Ras + Amyereet al., 2000
Ras 0 Sanchez-Mejorada et Rosales,
2 1998
g RasGEFB " Wilkinset al., 2000
S RasS + + Chubb et al., 2000
03’ Rapl + - Seastone et al., 1999
» + Caron et al., 2000
3 Rho 0 | + Caron et Hall, 1998
L) Cdc42 + 0 Caron et Hall, 1998
% + Garrett et al., 2000
& Racl + + Dumontier et al., 2000;Pamieri
5 et al., 2000
0 Caron et Hall, 1998
4 West et al., 2000
RacC + - Seastone et al., 1998
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Tableau 3.1 (suite).

Phagocytose M acr opinocytose Références
Dictyostelium | FCR | CR || Dictyostelium | Mammiféres
ARF6 + Greenberg, 1999
+ Radhakakrishna et al., 1996
g Rab7 + + Buczynski et al., 1997
g RabD + Bush et al., 1996
— RabB + 0 Harris et Cardelli, en préparation
o proténeG + Peracino et al., 1998
(sous-unitéb) 0 DdlaBiancaet al., 1993
0 Hiemstraet al., 1992
ca’t 0 Seastone et al., 1999
0 Serrander et al., 2000
+ Kobayashi et al., 1995
0 0 DdlaBiancaet al., 1990
actine + + Hacker et al., 1997
+ Allison et al., 1971
+ + Greenberg, 1995
gelsoline + + Serrander et al., 2000
profiline - + Temesvari et al., 2000
] cofiline - Konzok et al., 1999
% + Nagaishi et al., 1999
% Arp2/3 + + May et al., 2000
g Scar + + Seastone et al., en préparation
o WASP + Lorenzi et al., 2000
3 coronine + + Maniak et al., 1995
2 + De Hostos, 1999
g MARCKS 0| o0 0 Carballo et al_, 1999
= ABP120 + + Cox et al., 1996
B?é’ taline + Niewohner et al., 1997
a-actinine 0 Riveroet al., 1999
+ Araki et al., 2000
microtubules + Racoosin et Swanson, 1992
0 + Aderem et Underhill, 1999
myosine + Schwarz et al., 2000
(IB,IC,ID & + + Jung et al., 1996 ; Temesvari et
IK) al., 199
+ Novak et al., 1995 ;Dai et al.,
1999
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3.2.2. Compar aison avec la macropinocytose chez Dictyostelium.

Chez Dictyostelium, la phagocytose et la macropinocytose présentent toutefois une
régulation opposée (Tableau 3.1). En effet, en cas d aondance de bactéries, Dictyostelium se
nourrit exclusvement par phagocytose; a I'inverse, lors de la culture en conditions axéniques,
la famine induit la macropinocytose (Clarke e Kayman, 1987). De plus, trois différences dans
la régulation de la phagocytose et de la macropinocytose ont éé clairement mises en évidence
chez cette amibe par le laboratoire de Cardelli (Seastone et a., 1998 et 1999): (i) La proténe
Rapl, abolie le phénotype transformé des fibroblastes NIH3T3 en réponse a KiRas par
inhibition de la sgndisdion en avd de la PLC, y dimule la phagocytose mais inhibe la
macropinocytose (Seastone et al., 1999). (ii) Il en va de méme pour la petite GTPase RacC,
dont la surexpresson stimule la phagocytose, mais inhibe la macropinocytose (Seestone et al.,
1998). (iii) Enfin, la wortmannine blogue la formation des macropinosomes, mas N afecte
pas la phagocytose chez Dictyostelium. On conclura de tout ceci que la macropinocytose et la
phagocytose sont deux voies d endocytose morphologiquement similaires, sans doute utilisant
la méme machinerie régulatrice de I'actine, mais qui peuvent obér a des régulations disinctes
sdon letype cdlulare.

3.2.3. Comparaison avec la macropinocytose constitutive des
cellules dendritiques.

Les cdlules dendritiques jouent un role crucid dans la réponse immunitare. Au
dade immature, lorsque les celules dendritiques sont didtribuées a la périphérie de
I’organisme, |’endocytose fluide est fortement accélérée, ce qui permet une capture trés active
et donc I'échantillonnage des antigenes solubles qui seront ensuite gpprétés en vue de leur
présentation. Ensuite, pendant que ces celules poursuivent leur processus de maturetion, eles
rdentissent leur endocytose en migrant vers les organes lymphoides, ou dles présentent les
peptides antigéniques par le complexe maeur d hisocompatibilité de la dase Il aux cdlules
T naives (Sdlusto et al., 1995).

Les cdlules dendritiques présentent naurdlement une activité conditutive de
2ruffling?, tant au dtade immature qu'au Sade mature, mals une macropinocytose conditutive

au saul dade immature. Les macropinosomes formés sont structurdlement comparables a

ceux des fibroblastes transformés par les oncogénes. Le traitement des celules dendritiques
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immature par la toxine B de Clostridium difficile, qui inhibe tous les membres de la famille
des Rho-GTPases, bloque la macropinocytose conditutive. Ceci suggére gu'au moins une
Rho-GTPase est nécessaire a cette activité (pour une revue, voir Nobes et Marsh, 2000). La
microinjection dans les cdlules dendritiques immatures dérivées de la rate d'une forme
2dominante-négative? de la protéine Rac (N17Racl), ou & préraitement de ces cdlules avec
la wortmannine abroge cette macropinocytose, mas sans affecter le 2ruffling?  membranaire
(West et al., 2000; Garett et al., 2000). En revanche, la microinjection dans les cdlules
dendritiques immatures de la C3-trandférase, qui inhibe spécifiquement Rho, n'affecte pas la
macropinocytose. Tous ceci suggere que, chez les cdlules dendritiques immatures, (i) au
contraire de Rho, la PI3K & Rac sont nécessaires a la macropinocytose conditutive; (i) la
régulation de la macropinocytose e cele du 2rufflingg membranaire sont didtinctes, a la
différence de la macropinocytose conditutive des fibroblastes Rat-1 transformés par v-Src et
K-Ras ol ces deux activités semblent éroitement couplées (Vethen et al., 1998, Amyere et
al., 2000); e (iii) la PI3K et Rac sont impliqués dans une éagpe en avd du 2ruffling?,

probablement dans le processus de fusion qui génére les macropinosomes.

En outre, dans les cdlules dendritiques dlesmémes la ggndistion peut varier
sdlon I'origine des cdlules: tantét dle dépend de Cdc42, tantét elle nen dépend pas. Dans les
cellules dendritiques immatures dérivées de la modle osseuse, Cdc42 semble nécessaire et
auffisant a induire la macropinocytose (Garrett et al., 2000). En effet, la microinjection d'une
forme 2dominante-négative? de la protéine Cdc42 a leur stade mature accélére |’ endocytose
fluide en réactivant la macropinocytose, c-a-d en revenant au Sade immature. En revanche,
dans les cdlules dendritiques dérivées de la rate au stade immature, la microinjection d'une
forme 2dominante-négative? de la protéine Cdc42 n'affecte pas la macropinocytose. De plus,
a leur gade mature qui ne montre normalement plus de macropinocytose, la microinjection
d'une forme 2dominante-postive? de la protéine Rac ne restaure pas cette activité. Ces
observations suggerent que la machinerie de la macropinocytose reste disponible agpres
maturation dans les cdlules dendritiques dérivées de la modle osseuse, mais ne I'est plus
dans les cdlules dendritiques dérivées de la rate. De plus, Rac n'est pas le (seul) facteur
limitant de la macropinocytose conditutive, puisqu'il et incapable a lui seul d'induire cette
activité dans les cdlules dendritiques matures dérivées de la rate: d'autres régulateurs encore
inconnus sont donc nécessaires (West et a., 2000). Le rble respectif de Rho, Rac et Cdc42
dans la voie de dgndisaion de la macropinocytose induite par v-Src et K-Ras est une

perspective évidente de mon travall.
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3.24. Relais par la PI3K de la signalisation de la
macr opinocytose constitutive induite par les oncogenes.

Nous avons commencé notre andyse pa l'utilistion de deux inhibiteurs
pharmacologiques dructurellement et fonctionndlement  didtincts, qui  bloquent tous deux
sécifiquement I'activité lipide-kinase de la PI3K. La wortmannine et un inhibiteur
irréversble, qui s lie de maniére covaente a une lysine dans le domaine cataytique lipide-
kinase de la proténe le LY294002, andogue a la quercétine, exerce une inhibition
compétitive révershle pour le dte de liason de 'ATP (Stein et Waterfidd, 2000). Le
traitement des fibroblastes transformés par vSrc et K-Ras avec ces deux inhibiteurs abroge la
macropinocytose conditutive et restaure les cables de tenson comparables a ceux trouvés
dans les fibroblastes contréles.

La case IA de la PI3K, la plus éudiée, a é&é impliquée dans le 2ruffling?
membranaire induit de maniére trangtoire par I'insuline et les facteurs de croissance dans les
cdlules CHO (Kotani et al., 1994). +Src peut activer la PI3K en recrutant a la membrane la
sous-unité régulatrice p85, lagudle a son tour recrute la sous-unité cataytique pll0, c-a-d
conduit la PI3K au voisnage de ses subdtrats au niveau de la membrane. Src recrute la p85
par deux domaines digincts. (i) par son domane SH3, qui se lie au domaine riche en proline
de la p85 (Liu et al., 1993), et (ii) pa son domane SH2, qui s lie a une tyrosne
phosphorylée sur la p85 (Haefner et al., 1995). Au contraire, la proténe Ras présente un dte
dinteraction avec la p110 et peut donc la recruter et I'activer directement (Rodriguez-Viciana
et al., 1994). Ces deux mécanismes rendent bien compte du réle commun de la PI3K dans la
sgndisation immédigtement en ava de ces deux oncogenes vers la macropinocytose
congtitutive.

La congruction de transfectants stables de la PI3K a é¢é utiliste dans un double but.
D’abord, nous avons voulu compléter les expériences pharmacologiques en examinant s la
PI3K est bien nécessaire a la macropinocytose condtitutive des fibroblastes transformés par v
Src. Dans ce but, nous avons recherché s cette macropinocytose était abolie par une
congruction 2dominante-négative?, obtenue aprés transfection stable des fibroblastes Rat-1/v-
Src avec un vecteur d expression (pcD-SRa-Dp85) conditué d une forme tronquée du géne de
la p85a bovine (codant pour la protéine Dp85, dépourvue de domaine d'interaction avec la

p110), sous le contréle du promoteur fort SRa. Cette proténe devrait se lier aux méme stes
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du feuillet interne de la membrane péricdlulare que la p85 endogéne et donc entrer en
compdtition avec cdle-ci, tout en éant incgpable de recruter la pl10 a la membrane
plasmique. Ensuite, teter s I'activation de la PI3K est auffisante pour induire la
macropinocytose chez les fibroblastes non  tranformés. Ceci srat vé&ifié 9 la
macropinocytose éait induite de maniere conditutive dans la lignée contrdle (Rat-1/CTL)
aores trandfection avec le plasmide pcD-SRa-Wp85 contenant le cDNA complet (Wp85) en
avd de ce méme promoteur SRa. Les détalls du plasmide (pcD-X), du promoteur
eucaryotique SRa et le clonage de cDNA sauvage et muté de la p85a ont été rapportés par
I’équipe de Ogawa, qui nous a aimablement fourni les plasmides (Takebe et al., 1988; Hara et
al., 1994; Kotani et al., 1994).

Gréce a la collaboration du Dr. B. Payrastre, nous avons pu vérifier, par la mesure de
I'incorporation du ?P dans les phospho-inositides et leur séparation par HPLC, que la
gynthese de Ptdins 34 P2 et Ptdins 34,5 P3 et fortement inhibée non seulement par la
wortmannine et le LY294002 comme attendu, mais auss dans la construction 2dominante-
négative? (Dp8b) e qu'dle et gimulée dans la condruction 2dominante-pogtive?2 (Wp85).
De plus, I'immunoprécipitation du substrat du récepteur de I'insuline (IRS-1) entraine la co-
immunoprécipitation d'une activité PI3K mesurée in vitro par la converson de phospho-
inogtides en phospho-inogtides 3P, non seulement en réponse a I'insuline mais auss a vSrc.
Cette activité digparait chez le 2dominant-négatif2 et apparait chez le 2dominant-positif2. Ceci
suggere quelaP13K fait partie d un complexe multiprotéque contenant |RS-1.

Nous avons observé que I'effet du 2dominant-négatifz (Dp85) dans les cdlules
transformées par v-Src provoque la régpparition des fibres de tension, la raréfaction de
I'actine au niveau du cytocortex, et la disparition du 2ruffling? et de la macropinocytose. En
revanche, le 2dominant-postif2 (Wp85) fait disparaitre les cébles de tension et provoque au
niveau du cytocortex un recrutement d'actine F responssble de la formation du 2ruffling?
membranaire & dune macropinocytose smilare a cele obsarvée dans les fibroblastes
transformés. L’ensemble de ces observations démontre que la PISK est nécessaire au
remoddage de I'actine corticdle conduisant a la macropinocytose e que son activation est
suffisante pour induire cette réponse.
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3.2.5. Relaispar laPI-PLC en aval dela PI3K.

Puisque l'activetion de la PI3K et nécessaire e suffisante pour induire la
macropinocytose conditutive, les phospho-inostides D3 produit par cette enzyme au niveau
de la membrane plasmique, doivent y recruter e activer diverses protéines effectrices. Parmi
cdles-ci, la PLCg peut-&re recrutée par interaction avec le Ptdins 3,4,5P3, soit par son
domaine SH2, soit par son domaine PH (Bae et al., 1998; Rameh et al., 1998; Falasca et al.,
1998). Notre travall a permis dimpliquer effectivement les phospholipases specifiques du
phosphatidylinositol (ou PI-PLC), en ava de la PI3K dans la dgndisation de la
macropinocytose chez les fibroblastes. En effet, I'activation de la PI3K par v-Src et le
2dominant-pogtif2 de cette enzyme s accompagne d'une activation de la PI-PLC, démontrée
par la production accrue d'IP3. De plus, les inhibiteurs pharmacologiques de la PI-PLC
(NCDC et U73122) bloguent la macropinocytose dans les cdlules transformées par
I’oncogéne v-Src et dans le 2dominant-postif2 de la PI3K, sans inhiber cette enzyme. On sait
que I'activation de la PLC entraine le clivage du Ptdins4,5 P2 en DAG et en IP3, ce qui active
la PKC sur la membrane et provoque |'augmentation du cacium cytosolique, respectivement.
La siite logique et dexamingd § la macropinocytose nécesste ces deux voies de
dgndisation en avd de la PLC, c-a-d dépend a la fois d' une activation de la KC et d’'une
augmentation du Ca?*. Ceci sera développé dans les perspectives.

3.2.6. Relaispar lesRho GTPases?

Il existe une reldion éroite entre la PI3K, les Rho-GTPases, la réorganisation du
cytosquelette d'actine et le 2rufflingg membranaire. En effet, les inhibiteurs pharmacologiques
de la PI3K bloguent le 2rufflingg membranare induit de maniére trangtoire par I'insuline,
I'HGF ou le PDGF mais reste sans effet sur le 2ruffling? condiitutif induit par un 2dominant-
postif2 de Rac. Ces observations placent donc Rac en ava et sous le contrdle de la PI3K dans
la voie de sgndisation du ruffling membranaire (Kotani et al., 1994). La PI3K a donc un role
central dans la régulation de I'activité de Rac, responssble du 2rufflingg membranaire. La
petite GTPase Rac et principalement activée par les facteurs d échange GEFs. Ceci peut-étre
assuré directement par les produits de la PI3K, qui recrutent a la membrane une GEF (Vav)

par son domaine PH et indirectement, suite a une gimulaion de I'activité tyrosne kinase de

la protéine Lck par interaction avec le domaine riche en proline de la p85. Dans notre travall,
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le 2ruffling? membranaire producteur de macropinosomes et observé en permanence chez les
fibroblastes transformés par vSrc et K-Ras ou chez le 2dominant-postif2 de la PI3K mais est
exceptionnd dans les cdlules Rat-1 controles et dans le 2dominant-négaif2, ou le Ptdins
3,4,5P3 n"est pas détecté et ou il est aboli par lesinhibiteursdelaPI3K et delaPl-PLC.

Le marquage de I'actine avec la phdloidine-rhodamine montre en revanche des
cébles de tenson qui traversent de bord en bord les cdlules contrbles et le 2dominant-
négaif2. Ces cébles disparaissent chez les fibroblastes transformés par les oncogenes e le
2dominant-pogtif2. Ces observations suggerent fortement que la macropinocytose nécessite
I'inactivation de la protéine Rho. v-Src phosphoryle la protéine p190Rho-GAP, ce qui induit
son asocidion avec la protéine p1l20Ras-GAP, qui inactive Rho (Fincham et al., 1999). De
son cOté, la protéine Ras-GTP est capable de se lier directement a la p120Ras-GAP, ce qui
conduit a I'inactivation Rho (Medjne et al., 1997). Il sera donc intéressant de tester s
I"inectivation de Rho est en soit suffisante pour produire la macropinocytose.

3.2.7. Accélération sélective par I'’AMPc de la régurgitation a

partir des macropinosomes.

Bien que la formation des véscules de pinocytose et I'efflux a patir de cdles-a
(régurgitation) soient des processus conditutifs, ils peuvent ére régulés de maniére trés
différente sdon les types cdlulares. Dans les cdlules MDCK, I'augmentation du contenu
cdlulare en AMPc par activation de la proténe kinase A (PKA) sSaccompagne dune
dimulation de la pinocytose indépendante de la clathring, sdectivement au pdle apicd de la
cdlules (Eker et al., 1994). Au contraire, dans une autre lignée épithdlide, les celules T84,
I'activation de la PKA provoque une diminution de la pinocytose (Bradbury et Bridges,
1992).

Chez les fibroblastes transformés par v-Src, nous avons observé que ni |activetion
de la cyclase (par la forskoling) ni I'utilisation d'un anadogue de I'AMPc (le dibutyryl AMPC)
n' affectent la formation des macropinosomes, mais que I'AMPc accélére SHectivement la
régurgitation a partir des macropinosomes (Vethen et al., 1998). En effet, nos observations
montrent que I'augmentation du niveau d AMPc intracdlulare dans les fibroblastes Rat-1
contrbles n’affecte ni la vitesse de I’ endocytose fluide proprement dite (mesurée a des temps
de capture trés courts), ni cele de I'endocytose médiée par le récepteur de la trandferrine. En
revanche, dle réduit de moitié le niveau d'accumulaion globade d'un traceur de I'endocytose
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flude dans les fibroblases trandformés par v-Src, sans modifier la formation des
macropinosomes, en gimulant sdectivement la régurgitation dans ces cdlules Cet  effet
pourrait ére Sdectif de la macropinocytose conditutive. En effet, dans les cdlules A431,
'AMPc inhibe presque completement le 2ruffling et la dimulaion trandtoire de
I'accumulation d’'un traceur de I'endocytose fluide induite par I'EGF ou par I'insuline. De
plus, I'AMPc inhibe la régurgitation de la peroxydase simulée par EGF ou par I'insuling,
mas ce tratement n'a aucun effet sur la régurgitation dans les cdlules non gimulées (Miyata
et al., 1989).

Chez les cdlules de neuroblasome human SH-EP, la forskoline et le dibutyryl
AMPc induisent tous deux la disparition des cébles de tension, ce qui e traduit par
I"arrondissement cdlulaire (Dong et al., 1998). Le mécanisme a été ducidé : I'AMPc active la
PKA, qui inactive RhoA par phosphorylation en ser'®, ce qui diminue sa liason avec la
protéine-cible ROKa et conduit a la disparition des cébles de tenson et I’arrondissement des
cdlules. Toutefois, I'absence d'effet de I’AMPc sur |'endocytose fluide dans les fibroblastes
contrles (ni sur la capture, ni sur I'efflux) suggéere que ce second messager n'est pas suffisant
pour induire la macropinocytose. Dans les fibroblastes transformés par v-Src, |I'augmentation
de I'AMPc n'accélére pas la formation des macropinosomes, ce qui pourrait Sexpliquer s
I'effet de 'AMPc é&at masqué par cdui de Sc. Par alleurs, la combinason d'une
accdération de I'efflux e d'une inactivation de Rho sous I'effet de I'AMPc, pourrait indiquer
gue la diminution de la tendon de la membrane péricdlulare favorise |'exocytose de
véscules de régurgitation a partir des macropinosomes, mais non des véscules de recyclage

contenant la transferrine a partir des endosomes.
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CHAPITRE 4. PERSPECTIVES.

4.1. Polarité desrégulateurs et effecteurs de la macropinocytose.

Dans les cdlules Swiss 3T3, I'activation d'une forme thermosensible de v-Src induit
sa trandocation rapide du cytosol vers la membrane plasmique; ceci démontre que I'ancre
myristoylée de Src ne auffit pas a son insartion a la membrane plasmique et que son activité
enzymatique de tyrosne-kinase est en outre requise. De plus, la cytochdasne D (un
inhibiteur de la polyméristion de I'actine) empéche cette trandocation (Fincham et al.,
1996). Ceci laisse a penser que la 2plate-forme2 membranaire sur laquelle Src activée pourra
étre recrutée dépend dle-méme des microfilaments d'actine corticaux. Le recrutement a la
membrane plasmique de la PI3K, de la PLC, et de divers régulateurs directs du cytosquelette
dactine, tels que Rac, Wasp/Scar, Arp2/3, etc, .., a €é&é longuement discuté dans
I"introduction. Notre premiére hypothése est que, dans les fibroblastes transformés par v-Src
et par K-Ras, ang que dans la congruction 2dominante-pogtive? de la PI3K, Src et les divers
régulateurs du cytosquelette d'actine corticdle sont en outre restreints a des domaines
polarisés de la membrane plasmique, en particulier au front de migration e dans les domaines
ou le remoddlage de I'actine corticdle est intense. Notre seconde hypothese et que leur
recrutement polarisé se fait en cascade et que chaque éape de la cascade dépend de I’ activité
de I’ acteur concerné ou de | acteur en amont.

Pour tester la premiére hypothése, il conviendra de locdiser les protéines dintérét
par immunofluorescence e de rechercher leur association éventudle par double marquage.
Ces expériences seront rédisées dans les fibroblastes transformés par v-Src thermosensible
(Rat-U/tsLA29), prétraités ou non avec des inhibiteurs de la polymérisation de I'actine, des
tyrosne-kinases, de la PI3K et de la PI-PLC. Pour obtenir des informations plus quantitetives,
I’association physique de Src avec la PI3K, voire avec la PLC, devrait étre recherchée par co-
immunoprécipitation. A cet effet, nous avons dga condruit des 2dominants-postifs? et
2nggatifs? de la PI3K éiquetés par I'épitope-HA, ce qui facilitera son immunoprécipitation
and gue sa locdisation subcellulaire. Enfin, on recherchera une association éroite entre les
dtes de trandocation préférentidle de ces régulateurs et la réorganisation locade du
cytosquelette d'actine corticale, ainsg que la formation des macropinosomes a partir des
domaines ol le remodelage du cytocortex est le plus intense. A cet effet, on utilisera I’ actine-
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GFP qui permet de suivre, in vivo e en temps réd, la dynamique des microfilaments sous

I’effet de I’ activation de Src et sa dépendance delaPI3K et delaPI-PLC.

4.2. Réle du calcium cytosolique.

L'implication de la PI-PLC en ava de la PI3K dans la régulation du 2ruffling?
membranaire e de la macropinocytose suggére un role probable du cadcium dans la
sgndisgion de ces activités (pour un modee hypothétique générd, voir Figure 4.1). En effet,
I'inogtol-trisphosphate, produit par la PI-PLC, déve la concentration cytosolique du cacium,
régulateur-clé du cytosquelette d'actine. De plus, I'extenson des filipodes au niveau du cbne
de croissance des neurones, en réponse a la simulation des intégrines par le peptide RGD qui
es leur ligand minima, est corrélée avec une éévation locde et transitoire du Ca* libre dans
ces prolongements tubulaires (Gomez et al., 2001). Par extenson aux prolongements
lamellaires, il et raisonnable de proposer I'hypothese qu'une concentration préférentiele du
Ca’* libre & leur niveau est nécessaire a I'activité du 2nuffling? conduisant & la formation des
macropinosomes. Cette hypothése est confortée par des résultats préliminaires obtenus par
imagerie cdlulare du Caf*, en utilisant I'indicateur fluorescent Fura-2 dans les fibroblastes
transformeés par v-Src (collaboration avec les Dr. P. Gailly et P. Gilon, UCL).

Pour examingg § ['dévaion de la concentration cytosoligue du cacium et
nécessaire pour le 2ruffling? e la macropinocytose, on tetera |'effet du BAPTA-AM, un
chdateur du Ca* adtivable dans les cdlules, sur la macropinocytose des fibroblastes
transformés par v+Src et par K-Rasou 2dominant-pogtif2 de la PI3K. S la chélation contrélée
du Ca&" cytosolique libre abroge ces deux activités, on véifiera s cette inhibition est bien
gpecifique de la macropinocytose (qui dépend de I'actine), et n'affecte pas la micropinocytose
(qui dépend de la clathring), en anaysant en pardlde |’endocytose médiée par le récepteur de
la transferrine. D’autres modulateurs de la concentration cytosolique du C&* en ava de la
PLC, qui empéchent la formation des réserves de Caf* sensbles & I'lP3 au niveau du
réticulum endoplasmique tds que la thgpsgargine (effet  irréversble) e I'acide
cyclopiazonique (effet réversble), pourront égdement ére testés. A I'inverse, on peut induire
une dévation artificidle de la concentration intracellulaire de Caf*, en traitant les fibroblastes
controles par des ionophores du calcium, tel que le A23187 : ceci accélére en effet la capture
de peroxydase {eithen, thése de doctorat). De maniére plus spécifique, on pourrait explorer

s lamicroinjection d'IP3 suffit ainduire le 2ruffling? et la formation des macropinosomes.
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Pour préciser la topologie et la périodicité éventudle d éévations de la concentration
cytosolique du Ca*, on devrait ensuite poursuivre |'utilisation des indicateurs fluorescents.
Enfin, dans le but de véifier 9 les rdas de sgndisation impliquent bien la cascade attendue
Sre® PI3K® PLC® réticulum endoplasmique, on recourra a I'imagerie cdlulare du cacium
de fibroblastes trandformés, prératés ou non pa les inhibiteurs pharmacologiques
correspondants a chacune des étapes concernées.

Figure 4.1: Modée hypothéigue de la signalisation de la macropinocytose constitutive

chez les fibroblastes transfor més par v-Src et K-Ras (documenté, postulé).
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4.3.  Protéinesréguléespar leCa*".

Parmi les protéines dont I'activité est régulée par le C&*, on devrait Sintéresser &
celes contrBlant la polymérisstion de I'actine, comme la gelsoline (voir Figure 1.16) et les
PKCs que nous discuterons plus loin. Les éudes du réle de la gelsoline montrent des résultats
discordants sdlon le systéme cdluldre. En effet, le 2knock-out? de la gesoline (Gsn”) inhibe
la matilité cdlulare le 2rufflingg membranaire et I'endocytose fluide des fibroblastes

(Azuma et al., 1998), mas ne semble pas dffecter le 2rufflingg membranare e la
macropinocytose des cellules dendritiques (West et al., 1999). Cette discordance n'est pas
expliguée. On pense que la gelsoline peut étre recrutée a la membrane, soit par une interaction
directe protéing/protéine puisqu’elle co-immunoprécipite avec c-Src (Chelaiah et al., 1998;
notons que cet immunoprecipité présente auss une activité PI3K éevée), soit par interaction
protéine/phospho-inositides D3 via son domaine K/R (voir Tableau 1.4).

Pour examing s la gesoline ext nécessare a la macropinocytose conditutive
résultant des oncogenes, on pourrait soit transformer des fibroblastes immortaisés de souris
Gsn” avec v-Src ou K-Ras, ou, plus smplement, microinjecter dans les fibroblastes Rat-1
transformés un peptide compétiteur, qui empéche la fixation de la gesoline sur les phospho-
inogtides (Janmey et al., 1992; peptide mis a notre disposition). Pour éudier le mécanisme
d activation locde de la gdsoline et/ou rechercher son recrutement a la membrane, on
locdisera par immunofluorescence la gelsoline et les phospho-inogtides D3 (qui peuvent a
présent ére marqués directement par des anticorps, Rickert et al., 2000), et on déterminera sa
répatition entre un culot membranaire et le surnageant & haute vitesse (cytosol), dans les
cdlules prétraitées ou non avec des inhibiteurs des tyrosine-kinase, de la PI3K et de la PI-
PLC. Ceci permettrait de mettre en évidence s la trandocaion de la gdsoline a la membrane
plasmique & sa co-locdisaion éventudle avec les phospho-inostides D3 dépendent ou non
de la cascade Src® PI3BK® PLC. Enfin, la co-immunoprécipitation avec la gesoline gores
activation de la forme thermosensble de v-Src (Chellaiah et al., 1998) pourrait permettre
d'identifier ses partenaires, et de tester S ces interactions dépendent de cette cascade.
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4.4. | mplication dela proténe-kinase C.

La protéine kinase C (PKC) désigne une famille de Ser/Thr-kinases caractérisées par
un domaine régulateur variable de 40 kDa a I'extrémité N-terminde, un domaine charniere
flexible & un domane cadytique conservé de 45 kDa a I'extrémité C-terminde. Chez les
mammiféres, la famille des PKCs comprend 12 isoformes, réparties en trois classes sgon leur
mode dactivation (Toker et al., 1994; Way et al., 2000). La classe ¢ (pour conventionnelle)
est composée des isoformes a, bl, bll, blll et g, qui peuvent toutes ére activées par le C&*, le
DAG, la lysophosphatidylcholine, la phosphatidylsérine et les acides gras insaturés. La classe
n (pour nouvelle) est composée des isoformes d, e, h et q qui sont insensibles au C&#* mas
peuvent ére activées par le DAG e la phosphatidylséring; les isoformes e e h peuvent de
plus étre activées par le Ptdins3,4,5 P3, et I'isoforme e, par les acides gras insaturés. Enfin, la
classe a (pour atypique) est composée des isoformes i, | et z, toutes insensibles au C&#*, au
DAG e aux eders de phorbol, mais pouvant étre activées par la phosphatidylserine, les acides
gras insaurés e le Ptdins34,5 P3; la PKCz pourrait auss ére activée par l'acide
phosphatidique. L’expresson e la locaisation subcdlulaire des différentes isoformes de PKC
varient en fonction du type cdlulare. S les isoformes a, bl, bll, d et z (représentant donc les
3 cdasses) semblent ubiquigtes, I'isoforme g semble prédominante dans le muscle, e
I'isoforme h et fortement exprimée dans la peau e les poumons. L’isoforme g semble
retrouvée uniquement dans le systéme nerveux centra (Way et al., 2000).

La PKC a de nombreux effecteurs (plus dune centaine), impliqués dans de nombreux
processus cdlulares 'y compris le 2rufflingg  membranaire, la phagocytose et I'adhérence
cdlulaire, ec.... La régulaion des interactions membrang/cytosquelette semble d'alleurs un
effet important de la sgnaisation de la PKC (Jaken, 1996). La PKC module en particulier
diverses proténes associées au cytosquelette d actine, telles que la vinculing, la tdine et les
MARCKSs (pour 2myristoylated aanine-rich protein kinase C-substrates?). Les MARCKSs
peuvent ére phosphorylés par les isoformes a, d ou e avec une haute afinité, mais non par
Iisoforme z. Les PKCs peuvent auss interagir avec la paxilline par lintermédiare du
domaine LIM de ce subsrat. De plus, les PKCs de la classe n inteviennent dans la
déphosphorylation de la cofiline induite par le PMA (Djafarzadeh and Niggli, 1997).

Tout ceci suggére que des PKCs des trois familles peuvent ére impliquées en amont
de ces effecteurs du cytocortex, aprés leur activation soit par la PI3K via le Ptdins3,4,5 P3,
soit par la PLC via le C&* ou le DAG. Puisque la PI3K et la PI-PLC sont des relais précoces

129



dans la ggndisation vers le cytocortex de la macropinocytose conditutive des cdlules
transformeées, il convient donc de tester S la PKC est effectivement nécessaire a cette activité
e, dans ce cas, par qud rdas dle es activée. Alex Vethen a montré que deux inhibiteurs
classques de la PKC, la staurosporine et le Ro31-8220, n'ont pas d effet aux concentrations
usuelles sur I'accumulation de peroxydase gores 30 minutes de capture par les fibroblastes
Rat-1 contrbles ou transformés par v-Src (Vethen, 1997). Il a auss observé que le PMA
dimule cette accumulation dans les fibroblastes Rat-1 mais I'inhibe chez les fibroblastes
tranformés par v-Sc. S cette accumulaion a un temps fixe reflete fiddement la
macropinocytose (ce qui reste a confirmer par la microscopie), ces résultats suggerent que la
PKC peut paticiper a la dggndisation de la macropinocytose trangtoire induite de maniere
atificidle par les eters de phorbol, mais ne serait pas nécessaire a la macropinocytose
conditutive des cdlules transformées. Une inhibition par le PMA de la macropinocytose
induite par v-Src est plus surprenante et suggérerait un antagonisme entre la voie activée par
v-Src et celle activée par la PKC dans les cellules non transformées. On pourrait aors penser
gue la PKC contrdlerait un niveau d'intégration intermédiaire, td que cdui des Rho-GTPases,
qui peut orienter le cytosguel ette vers des configurations distinctes.

L'andyse dautres sysémes, comme les cdlules trandformées par K-Ras ou les
2dominants-négaiifs? et 2-pogtifs? de la PI3K, and que I'utilisation d autres inhibiteurs ou
activateurs spécifiques des trois classes de la PKC pourraent clarifier son réle dans la
macropinocytose conditutive. L'andyse d'effet d'inhibiteurs de la PKC sur |'organisation du
cytosquelette d'actine de 2dominants-postifs? ou 2-négdifs? des Rho-GTPases devrait
caifier g la PKC fonctionne en amont ou en ava de ces petites proténes G. En padlde,
I'effet de toxines activatrices ou inhibitrices des Rho-GTPases sur la réponse au PMA dans
les fibroblastes transformés pourrait permettre de mieux comprendre son mécanisme d action.

Une cible en avd de la PKC particulierement intéressante et la phospholipase D
(PLD). Par son extrémité N-terminde, cdle-ci peut interagir directement avec la PKC (Park et
al.,, 1998). On sat en outre que des inhibiteurs de la PKC inactivent la PLD, dors qu'une
dimulation de la PKC par le PMA I'active (pour une revue voir Exton, 1998). L’intervention
delaPLD danslasgndisaion de la macropinocytose est discutée ala section suivante.
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4.5, | mplication de la phospholipase D.

La phospholipase D a pour subgtrat principa la phosphatidylcholine (PC; d'ou son
gppdlaion PC-PLD), qudle I'hydrolyse en acide phosphatidique (PA) et en choline. Elle ext
largement digtribuée dans les cdlules de mammiferes et ses deux isoformes connues, (PC-
PLD1 et PC-PLD2) semblent insensbles au C&*. Elle peut égdement hydrolyser la
phosphatidyléhanolamine (PE), la phosphatidylsérine (PS) and que le phosphatidylinogtal,
du moins dans certaines tissus (pour une revue recente, voir Liscovitch et al., 2000).
L’activité de la PLD et dimulée par divers agonidtes, tels que le PDGF et I'EGF dans les
fibroblastes Rat-1 et Swiss 3T3, I'insuline et le PMA chez les myoblastes L6 et le fMLP chez
les neutrophiles. Ces divers agoniges dimulent auss une réponse macropinocytaire
trandgtoire. La surexpresson de la PLCgl dans les fibroblastes NIH 3T3 potentidise
I’activation de la PLD par le PDGF, et cette activation et bloquée par des inhibiteurs des
proténe tyrosne-kinases (Lee et al., 1994). Toutefois, la phagocytose médiée par le FcgR
active la PLD comme rdais dans une cascade de signdisation qui ne semble pas nécessiter la
PLC: FcgR® PI3K® PLD® PAP® PKC® PLAZ2...actine (pour une revue, voir Lennartz,
1999).

Gréce a leur domaine PH, les deux isoformes de la PLD sont recrutées a la
membrane sur certains phospho-inogtides tel que le Ptdinsd,5 P2; ce denier est dalleurs
nécessdare a l'activation de la PLD in vitro. Les éudes sur I'activation de la PLD1
recombinante exprimée dans les cdlules d'insectes Sf9 ont démontré la posshilité d une
interaction directe avec la PKCb1, RhoA-GTP, e la petite GTPase ARF-GTP, et ont suggéré
la présence de Sites séparés sur la PLD pour ces divers partenaires, chacun participant a son
activation (Hammond et al., 1997). De plus, l'inhibitton de Rho par la toxine C3 de
Clostridium botulinium ou par la toxine B de Clostridium difficile inhibe la PLD, ce qui
suggere que I’ interaction avec Rho-GTP est bien nécessaire al’ activation de laPLD.

Le PA et un lipide quantitativement mineur, surtout connu comme intermédiaire
commun a la synthese des autres phospholipides, tds que le DAG, via la PA-
phosphohydrolase, et I'acide lysophosphatidique ou LPA par la PLA2 (Figure 4.2). Trois
voies métaboliques principdesimpliquant le PA ort éé décrites (Figure 4.2):
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- I'hydrolyse par la PLC de cetans phospholipidess comme le PC ou le
phosphatidylinositol (P1) et ses dérivés, conduit a la formation du DAG, qui est ensuite
phosphorylé par laDAG-kinase en PA;

- I'hnydrolyse par laPLD du PC ou du PE produit directement le PA;

- l'acylation par laLPA acyltransférase du LPA produit, par ex., par la phospholipase A2.

Par dlleurs, le PA peut ére hydrolysé par la PA-phosphohydrolase (PAP), qui génére le
DAG, ce qui active la PKC. L'importance relative de ces divers mécanismes et tres différente
dun type cdlulaire al'autre.

En présence ddcools primaires (par ex. I'é&hanol ou le n-butanol), la PLD catdyse
une réaction de transphosphatidylation, qui forme du phosphatidyldcool a la place du PA.
Cette réection est spécifique de la PLD. Elle permet non seulement de quantifier son activité
dans les cdlules mais auss de supprimer sa production de PA. Cdui-ci peut toutefois étre
encore produit a patir du DAG par la DAG-kinase ou a patir du LPA par la LPA

acyltransférase.

Figure 4.2. Les voies de synthese et de dégradation du PA et son détournement vers le
phosphatidyléthanol par transphosphatidylation.

Ptdins 4,5P2
PL\
DAG b LPA
DAG- klnase PLA2
\ Ethanol transphosphatidylation
PC/PE

Ce schéma distingue les trois voies de synthése du PA: (1) par la PLC suivie de la DAG
kinase (en bleu); (2) par laPLD (en rouge); (3) et par la LPA-acyltransférase (en vert). A son tour, le
PA est converti en DAG par la PA-phosphohydrolase (PAP) ou en LPA par la PLA2. En présence
d éhanal, la PLD convertit la PC ou la PE en phosphatidyléthanol (PEt) en lieu et place du PA (en
fuchsia).
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Le PA afecte & son tour diverses cibles. Il inhibe I'activité PI3K in vitro (IC50 entre
10 et 20 uM), ce qui laisse penser quil pourrait assurer un mécanisme de régulation en retour
(¢feed-back negatif2) PI3BK® PLD % | PI3K. Un td mécanisme pourrait expliquer le caractére
trangtoire de la macropinocytose induite par les facteurs de croissance ou les edters de
phorbol. On a égdement propose que la cytotoxicité de certains phospho-inositides pourrait
étre contrélée gréce a la production du PA par la PLD (Lauener et al., 1995). Le PA active en
outre la Ptdins 4P5-kinase qui produit le Pdins4,5P2, ains que la PLCgl qui I'hydrolyse
(Lennartz, 1999). De plus le PA active par recrutement a la membrane trois isoformes de la
PKC (@, e e z ; Nishizuka, 1986). Enfin, chez les plaguettes sanguines, le PA est cgpable de
mimer |'effet de la thrombine & du PDGF dans la formation des cébles de tenson, ce qui
suggere son role dans la polymérisation de I'acting; la cytochdasine n'affecte pas | activité de
laPLD.

On a récemment identifié trois PLDs spécifiques des phospho-inostides (PI-PLDs).
Au contraire des PC-PLDs, ces PI-PLDs sont sensbles au C&* e la mgorité de leur
contingent cdlulare e en outre locdisé au niveau du cytosol. || e vrasemblable qu'dles
participent a la régulation des taux des phospho-inogtides in vivo. La PI-PLDa et PI-PLDb
ont une nette préférence pour le Ptdins3,4,5 P3 >> PtdIns3 P ou Ptdins4 P > Ptdins4,5 P2 >
Ptdins3,4 P2. En revarnche, la PI-PLDc hydrolyse préférentidlement Ptdins3 P > Ptdins3,4,5
P3 > Ptdins4 P > Ptdins3,4 P2 > Ptdins4,5 P2. Les PI-PLDa et PI-PLDb hydrolysent le
Ptdins3,4,5 P3, produit essentiel de la PI3K, en PA e un nouveau messager: I'inositol 34,5
P3 (Ching et al., 1999). Les inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K inhibent d'alleurs
I" activité de ces deux PI-PLDs.

L’implication de la PLD dans la sgndisation en aval de vSrc n'est pas encore bien
comprise. La transformation des fibroblastes BALB/c 3T3 par v-Sc induit une augmentation
du taux de DAG indépendamment de la PLC, par activation séquentielle de la PLD et de la
PA-phosphohydrolase ou PAP (Song et al., 1991). La dgndisation de v-Src vers la PLD
impliquerait les petites GTPases Ras & Rd (Jang et al.,, 1995). Dans une expérience
préiminaire d'incorporation méabolique de *’P suivie de I'extraction et de éparaion des
lipides par TLC, nous avons obsarvé une forte augmentation du taux de PA dans les
fibroblastes Rat- 1 transformés par v-Src.

Les divers arguments développés ci-dessus font de la PLD un régulateur potentid de
la macropinocytose (voir Figure 4.1). Nous proposons de tester I'hypothése de I'implication
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des deux familles de PLD (PC-PLDs e PI-PLDs) dans une cascade de dgndisation
hypothétique de la macropinocytose conditutive induite par v-Src et K-Ras v-Sro/K-
Ras® PI3K® PLC® PLD® ...actine. Cette stquence et différente de la sgndisation de la
phagocytose, car dle dépend d'un relais par la PLC mais n'impliquerait pas la PKC (Veithen,
1997). Pour tester s la macropinocytose dépend du PA produit soit par les PC-PLDs, soit par
les PI-PLDs, on tratera les fibroblastes transformés par v-Src e K-Ras avec des
concentrations croissantes d' éhanol ou de butanol pour inhiber la production du PA en
détournant sa production par trangphosphatidylation, & on en suivra I'effet sur I’accumulation
de peroxydase en biochimie, et sur le 2rufflingg membranaire et la macropinocytose en
morphologie. Une inhibition de ces phénomenes suggérerait |'implication de la PLD. Dans ce
cas, on serait amené a mesurer la production du PA en présence e en absence d'dcools
primaires en relaion avec I'intensité de la macropinocytose. En outre, on pourra apprécier le
role respectif de la PC-PLD et de la PI-PLD gréace a deux inhibiteurs specifiques récemment
découverts de la PC-PLD (CT-115308 et CT-110378). Ces derniers abrogent la capacité de K-
Ras ou de HRas a trandformer les fibroblastes (Finney et al., 2000). On pourrait par ailleurs
tester I'activation des PI-PLDs en rdation avec la macropinocytose par la quantification en
HPLC de I'inosital (3,4,5)P3 dans les fibroblastes contréles ou transformés, aind que chez les
2 dominants-pogtifs? et 2-négatifs? de laPI3K.

Dans le cas ou la transphosphatidylation n'affecterait pas |'endocytose fluide, on
tentera d'inhiber les autres enzymes qui peuvent produire le PA, tdles que la DAG-kinase et
la LPA ayltrandférase par les inhibiteurs pharmacologiques correspondants. Ces diverses
approches répondront a la question de I'implication du PA dans la macropinocytose. Enfin,
I'effet d'inhibiteurs de la tyrosne-kinase, de la PI3K et de la PLC sur I'activité des PLDs
mesurée in situ gréce au niveau de production du PA dans les cdlules transformées par Src et
par Ras, and que dans les 2dominantsnégatifs? et 2-pogdtifs? de la PISK permettrait de
hiérarchiser laPLD dansla cascade de signdlisation de la macropinocytose congtitutive.
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4.6. | mplication des petites protéines G (Rho, Rac et Cdc42).

Notre travall a clarement mis en évidence, dans les fibroblastes transformés par v-
Src e K-Ras, une rdation inverse entre la présence de cébles de tenson et le 2ruffling?
membranaire générateur des macropinosomes. L’organisation du cytosquelette d'actine est
intégrée par les Rho-GTPases: Rho favorise les cables de tension tandis que Rac oriente vers
le 2rufflingg membranaire. Ces observations suggerent donc I'inhibition de Rho et |'activation
de Rac en ava des deux oncogenes (voir Figure 4.1).

Ces Rho-GTPases sont sous le controle de la PI3K, dle-méme activée par vSrc et
par K-Ras. En €ffet, les inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K bloguent le 2ruffling?
membranaire induit de maniére transtoire par les facteurs de croissance (Swanson, 1989;
Racoosin et Swanson, 1992). Toutefois, ces inhibiteurs resent sans effet sur le 2ruffling?
conditutif induit par un 2dominant-pogtifz de Rac (Kotani et al., 1994). Ces deux
observations placent donc Rac en aval et sous le contrdle de la PISK dans la voie de
sgndisation du 2ruffling? membranaire (Kotani et al., 1994).

La petite GTPase Rac et activée par les facteurs d' échange GEFs. L’activation de
Rac a la membrane plasmique peut étre assurée par la PI3K, a la fois de maniére directe par
les phospho-inogitides D3, qui recrutent a la membrane une GEF (Vav) via son domaine PH
et, de maniére indirecte, par simulation de I’ activité tyrosine kinase de la protéine Lck via son
interaction avec le domaine riche en proline de la p85. La tyrosine phosphorylation de Vav
par Lck augmente son activité et par consequent I’ activation de Rac (Han et al., 1997).

Chez les fibroblastes Rat-1 contrbles, le marquage de I'actine avec la phdloidine-
rhodamine montre des cébles de tenson qui traversent les cdlules de part en part. Ces cébles
disparaissent chez les fibroblastes transformés par v-Src et K-Ras et le 2dominant-positif2 de
la PI3K (Wp85) et réapparaissent dans son 2dominant-négeif2 (v-Src/Dp85) ou sous I effet
dinhibiteurs de la PI3K et de la PI-PLC. La corrdation parfaite entre la macropinocytose et b
disparition des cébles de tenson suggere fortement que la formation de macropinosomes
nécessite I'inactivation de la protéine Rho. En effet, la disparition des cébles de tenson
permet le reachement de la membrane plasmique, qui semble nécessaire a la production des
macropinosomes (Raucher et Sheetz, 2000), et pourrait augmenter le contingent d'actine G &t
de régulateurs disponibles pour I'éaboration du cytocortex, qui anime cette membrane. Il et
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donc intéressant de tester 9 I'inactivation de Rho et nécessaire, voire suffisante a produire la
macropinocytose condtitutive.

Pour moduler I'activité de Rho, Rac e Cdc42, une premiere gpproche est la
trandection trandtoire visant a surexprimer les formes conditutivement actives ou inactives
de chacune des Rho-GTPases (les vecteurs respectifs ont éé fournis par le docteur A. Hal).
En padlde on tetera I'effet de diverses toxines activatrices ou inhibitrices de Rho, Rac ou
Cdc42 (pour une revue, voire Lerm et al., 2000). Dans le méme but, on pourrait utiliser
certaines bactéries comme 2seringue biologique? pour injecter dans les fibroblastes contréles,
transformés ou transfectés, certaines toxines telle que la toxine de Yersinia Yop E (GAP-like
des Rho-GTPases) et Spt P de Salmonella (GAP-like de Rac et Cdc42). De tedles expériences
sont programmées en collaboration avec I'unité MIPA. Dans ces différentes conditions, on
combinera la mesure de I'accumulation du traceur de |'endocytose fluide (HRP), avec
I’andyse en microscopie confocale du cytosqudette d actine, du 2ruffling? et de la production
des macropinosomes. Le niveau d activation des diverses petites GTPases peut ére suivi par
2pull-down assay?. Par exemple, I'activation de Rac peut ére évauée par la mesure de sa
liason sous forme GTP a la PAK-GST (West et al., 2000). Puisque le 2nufflingg et la
macropinocytose sont des phénomeénes locaux, on recherchera auss par immunofluorescence
la colocdistion éventudle entre les phospho-inositides D3 (marqués par des anticorps;
Rickert et al., 2000) et les diverses Rho-GTPases, voire leurs activateurs.

4.7. L esrégulateursdirectsdu cytosquelette d’ actine corticale.

De nombreuses protéines reégulent directement ou indirectement I'actine corticae.
Dans la dgndisgtion en avad des Rho-GTPases, nous nous intéresserons particulierement a la
cortactine dont pluseurs propriétés intéressantes font un candidat potentidd dans la régulation
de la macropinocytose. Il Sagit d'une proténe multimodulare denviron 80 kDa dle
comprend a son extrémité N-terminde pluseurs copies en tandem d'un motif de 37 acides
aminés permetant sa liason a l'actine, un domaine riche en proline & une extrémité C-
terminde qui contient un domaine SH3. On y trouve auss pluseurs Stes de phosphorylation
en tyrosne e en <ingthréonine. La cortactine et capable d'assembler (2bundling?) les
microfilaments d actine, ce qui peut engendrer les cébles de tension. La phosphorylation de la
cortactine par c-Src in vitro inhibe cette activitt de maniere proportionnelle au taux de

phosphorylation (Huang et al., 1997). En revanche, la cortactine est activée par Csk, une
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kinase qui inhibe Sc en le phosphorylant. Dans les souris 2knock-out? Csk™/-: la
phosphorylation de la cortactine par Src est corrélée avec la disparition des cébles de enson,
dors que, chez le double mutant Csk/- et Srcl-, la cortactine et dispersée dans la cdlule et
les cébles de tenson se forment normaement. Par ailleurs, aprés sa phosphorylation par ¢Src
ou encore en réponse a la simulation par le FGF, les ntégrines, la thrombine ou le cdcium, la
cortectine se redigribue vers les microfilaments d actine corticaux, particulierement dans les
zones de 2rufflingg (pour une revue, Thomas et Brugge, 1997). De maniere particuliérement
intéressante, I'inveson des cdlules épithdides par Shigella flexneri  dimule la
phosphorylation en tyrosine de la cortactine par c-Src et s accompagne du recrutement de la
cortactine dans les zones de 2nuffling? et au niveau des phagosomes spacieux contenant cette
bactérie (Dehio et al., 1995).

On peut donc proposer que la cortactine fonctionne au niveau du cytocortex comme
un adaptateur, capable d'interagir par son dSte de tyrosine phosphorylation avec le domaine
SH2 de Src ou de la sous-unité régulatrice de la PI3K. Il sera donc intéressant de rechercher
par immunofluorescence la trandoceation de la cortectine a la membrane plasmique, en
réponse soit a v-Sre, soit & K-Ras, lequd n'a pas dactivité tyrosne-kinase propre. Nous
vérifierons ensuite par les inhibiteurs pharmacologiques appropriés S cette trandocation
dépend de I'activité tyrosne-kinase, de la PI3K et/ou de la PI-PLC. On pourrait auss suivre
cette trandocation, voire le recrutement de la cortactine sur les macropinosomes en formation,
par transfection avec la cortactine-GFP (Weed et al., 1998 ; Kaksonen et al., 2000).

4.8. Relation entre la macropinocytose, I'adhésion et la maotilité
cellulaires.

Le relachement de la membrane plasmique peut ére obtenu non seulement par la
disparition des cébles de tenson mas auss par la diminution de I'adhérence celulaire aux
points de contact focaux, ou s ancrent ces cébles de tension. Les points de contact focaux sont
composés dintégrines et des connecteurs a l'actine (par ex. la taine, la vinculing, la tendne et
l'a-actinine) et des diverses protéines adagptatrices (par ex. la paxilline, Grb2, Shc) qui
permettent le recrutement de protéines tyrosne-kinases impliquées dans la sgndisation
celulaire (par ex. FAK, Src, CK €tc...).

La phosphorylaion de FAK par v-Sc diminue son niveau de tyrosne-
phosphorylation en postion 397 en réponse au rassemblement des intégrines par la matrice
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extracdlulare. Ceci a pu ére démontré gréace a un anticorps qui reconnait spécifiquement la
tyrosine phosphorylée en cette podtion. Toutefois, la mutagenese dirigée Tyr397/Phe ne
bloque pas la transformation par +Src. Ceci suggere que la FAK joue un rdle de baance entre
I’assemblage et le désassemblage des complexes focaux (McLean et al., 2000). Une mutation
qui inactive v-Src (tsSLA29-KD?%°) réduit la matilité des fibroblastes et leur édement sur le
plastique. Tout ceci montre que le couple SIc/FAK joue un réle centrd dans la connection des
filaments d' actine &la matrice extracdlulaire.

Le marquage en fluorescence de I'actine, des macropinosomes, and que de la
vinculing, de la paxilline e de la FAK, sous forme phosphorylée ou non, permettrait de voir
Sil exige une corrdation entre la réorganisation du cytosquelette dacting, les dtes
dadhérence cedlulare e ceux ou s forment les macropinosomes dans les cdlules
transformées pa v-Src e K-Ras. Pour rechercher s I'adhérence module en effet la
macropinocytose conditutive, on traitera les fibroblastes transformés par K-Ras et le
2dominant-pogtifz2 de la PISK avec des dinhibiteurs des tyrosine-kinases. Enfin, I'utilisation
des inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K, et des 2dominants-négaifs? et 2-pogtifs? de la
PI3K pourrat claifier 9 les produits de cette enzyme sont impliqués dans la ddocdisation de
certaines protéines du complexe dadhérence cdlulare e véifier s cette déocadision
module la macropinocytose.

Toutes les conditions tetées a ce jour au laboratoire qui induisent la
macropinocytose conditutive saccompagnent auss d'une moatilité celulare accdérée (Anna
Plaek, communication personnele). La moatilité cdlulare est &udiée soit sur une population
confluente par la vitesse du comblement des plages dénudées, soit, a I'échdle individudle,
par le tracage cdlulaire en chambre de 2Dunr?. Les complexes d adhérence jouent un role
important dans la matilité cdlulare. En effe, la migration implique a la fois I'ancrage au
substrat par des complexes d’ adhérence a I'avant de la cdlule, pour stabiliser la projection du
corps celulaire, et la dissociation de ces complexes a I'ariere de la cdlule, pour en autoriser
le déplacement. Il sera donc intéressant de comparer par microcinématographie la relaion
topologique entre les zones actives dans le déplacement celulaire, le 2ruffling? et la formation

des macropinosomes.
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