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LT : Lymphocyte T

LZM : Lymphome de la Zone Marginale

M

MAP kinases : Mitogen-Activated Protein

MCC : Mutated in Colorectal

MM : Myélome Multiple



MMP : Matrix MetalloProteinase

MPTs : Modifications post-traductionnelles

MRNA : Messenger RiboNucleic Acid

mMTOR : mammalian Target of Rapamycin

N

NFAT : Nuclear Factor of Activated T cell

NF-kB : Nuclear Factor kappa B

NLS : Nuclear Localization Signal

Notchl ICNL1 : Intracellular active fragment of Notchl
Notchl : Géne humain codant pour un récepteur transmembranaire
NRCAM : Neuronal Cell Adhesion Molecule

NTD : Domaine N-Terminal

0]

OCT4 : Octamer-binding Transcription factor 4

P

p53 : Proteine impliquée dans 1’apoptose

PAK : P21 Activated Kinase

PAK1 : Phosphate-activated kinase 1

PEST : Séquence Peptidique Riche en Proline , acide glutamique, Sérine et Thréonine
PH domaine : Pleckstrin Homology

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol BiPhosphate

PKC : Proteine Kinase C

PKD : Protéine Kinase D

PKT : protéine-tyrosine kinases

PLCy : Phospholipase C gamma

PP2A : Protéine Phosphatase 2

PSGL-1 : P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

PTCL : Lymphome des Cellules T Périphériques

PTK : Protéine tyrosine kinase

R

Racl : Proteine G, codeé par le gene Racl

RANKL : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B Ligand

RapGEF5 : géne codant pour la protéine d'échange nucléotidique 5 de la guanine rap
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RNP : RiboNucleoProteine

ROS : Especes Réactives de I’Oxygene

RTK : Receptor tyrosine kinases

S

SCCHN : Carcinome squameux de la téte et du cou
SCF : Skp, Cullin, F-box

SCLC : Cancer de poumon a petites cellules
SDF1/ CXCL12 : Stromal Cell-Derived Factor 1
SFKs : Src-family protein tyrosine kinases

SH : Scr Homology

Sl : Synapse Immunologique

SLP76 : SH2-domain-containing Leukocyte Protein of 76 kDa
Snail : facteur de transcription a doigt de zinc codé par le gene SNAIL
Sox : SRY-related HMG-box gene

Syk : Spleen Tyrosine Kinase

T

TCF : T Cell Factor

TCR : T Cell Receptor

TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse

TKI : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

U

UPAR : urokinase-type Plasminogen Activator Receptor
Vv

Vav1l : Proto-oncogeéne codé par le géne Vav
VEGF : Vascular endothelial growth factor

VIK : Vavl-interacting Kuppel-like protein

Z

ZAP70 : Zeta-chain-associated protein of 70 kDa
Zeb : Zinc E-box Binding factor

Z0O3 : Zonula Occludens

B-TrCP : B-tranducin repeats-Containing Protein
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Introduction

Sur I’échelle mondiale des causes de mortalité, le cancer se place aujourd’hui en seconde
position derriéere les maladies cardiovasculaires. Pour autant, le cancer est devenu la premiere
cause de mortalité dans les pays dits industrialisés ou trés développés (Dagenais et al., 2020).
Les données statistiques montrent que plus de 8.9 millions de déces et 17.2 millions de
nouveaux cas sont recensés dans le monde chaque année soit une augmentation trés
significative (Fitzmaurice et al., 2018). Cet ensemble de pathologies que 1’on regroupe sous le
terme générique de cancer représente donc un énorme enjeu en santé publique mondiale. La
compréhension de I’ensemble des mécanismes (moléculaires, cellulaires, environnementaux...)
impliqués dans le développement et la progression de cette maladie est donc toujours
indispensable afin de développer de nouvelles approches préventives, de diagnostic et surtout

thérapeutiques.

Le cancer a la capacité d’affecter tous les tissus. Classiquement, on associe/caractérise cette
maladie par une prolifération incontr6lée d’une ou plusieurs populations cellulaires. Cependant,
avant de devenir pleinement tumorigene, une cellule doit subir plusieurs étapes distinctes lui
permettant de proliférer et d’envahir les tissus sains. Deux revues majeures, écrites par les Dr
Douglas Hanahan et Robert Weinberg, tentent de répertorier les caractéristiques majeures et

communes de la cellule cancéreuse.

Potentiel
réplicatif
illimité

Figure 1 : les différentes caractéristiques acquises par les cellules cancéreuses. Adapté de
(Hanahan and Weinberg, 2000)
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L’autosuffisance en termes de signaux de croissance, 1’insensibilité auX Signaux
inhibiteurs de la croissance, la résistance a I’apoptose, un potentiel réplicatif illimité, I’induction
de I’angiogenése et la capacité a former des métastases ont été les six premieres caractéristiques
identifiées (Hanahan and Weinberg, 2000). Une décennie plus tard, ils mettaient en évidence
quatre caractéristiques partagées par les cellules cancereuses : la dérégulation des voies
métaboliques, I’instabilité génomique et les mutations génétiques, 1’inflammation qui favorise
la progression tumorale et enfin 1’échappement a la reconnaissance par le systeme immunitaire
(Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 1).

La signalisation cellulaire est un acteur majeur au centre de ces dérégulations. Hanahan
et Weinberg ont distingué différents grands circuits de signalisation altérés dans les cellules
cancéreuses : la motilité, la viabilité, la prolifération et 1’inhibition de la croissance et la division
cellulaire (Figure 2).
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Figure 2 : Les quatre grands circuits de signalisation altérés dans les cellules cancéreuses
(Hanahan and Weinberg, 2011).

La motilité cellulaire implique notamment des molécules d’adhérence comme les
cadhérines et les intégrines, des molécules controlant 1’organisation du cytosquelette
(RhoGTPase) ainsi que des effecteurs comme la B-caténine. Le controle de la viabilité cellulaire
est assuré aussi bien par des récepteurs dont ceux aux cytokines et un ensemble de facteurs pro

ou anti-apoptotiques. La prolifération et la croissance cellulaires sont également régulées par
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un tout un ensemble de signaux anti- ou pro-prolifératifs associés a des récepteurs

membranaires.

Dans ces circuits de signalisation, les signaux, en grande partie ceux émis par les
récepteurs des facteurs de croissance, sont traités dans le cytoplasme pour étre transmis ensuite
au noyau pour la mise en place de I’expression d’un ensemble de geénes en adéquation avec le
signal recu. Une seule cellule peut exprimer au moins 20000 protéines distinctes, dont beaucoup
sont activement impliquées dans les circuits de régulation cytoplasmique. Ces protéines
régulatrices se trouvent a différents endroits dans le cytoplasme mais également a différentes
concentrations. Ces protéines doivent communiquer avec spécificité et précision pour
transmettre le signal. Par conséquent, une protéine de signalisation opérant dans une cascade
de signalisation doit reconnaitre uniquement les signaux provenant de ses protéines partenaires
en amont et les transmettre a ses partenaires en aval. Beaucoup d’oncoprotéines ont la capacité
de générer des déséquilibres de signalisation dans des systémes normalement finement
régulés. Si le cancer est communément caractérisé comme une maladie associée a une
prolifération cellulaire inappropriée, il peut étre surtout caractérisé comme une maladie associée

a un traitement aberrant du signal.

Si I’on veut comprendre le fonctionnement d’une cellule cancéreuse, il est encore
aujourd’hui indispensable d’identifier et de caractériser I’ensemble des acteurs de la
signalisation cellulaire. En ce sens, ce travail est consacré aux fonctions de trois acteurs majeurs
de la signalisation cellulaire dans la cellule cancéreuse : la B-caténine, la kinase Syk et le facteur

d’échange Vavl.
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|. Le Facteur d’échange nucléotidique Vavl
1. Généralités

Historiquement, la protéine Vavl a été découverte en 1989 par Shulamit Katzav sous
une forme oncogénique, lors de travaux portant sur le criblage de genes responsables de
carcinomes dans le laboratoire du Dr Mariano Barbacid (Katzav et al., 1989). Cette premiére
forme de Vavl isolée était en fait une protéine tronquée, résultant de la délétion des premiers
67 acides aminés de la partie N-terminale. Nommeée onco-Vavl, cette forme possede un fort
potentiel transformant lié a I’absence de régulation de sa fonction GEF (Guanine Exchange
Factor) rendue constitutivement active. Peu de temps apres, la forme sauvage de Vav1l ainsi que
ces deux homologues Vav2 et Vav3 ont été ensuite identifiées chez les vertébrés (Coppola et
al., 1991; Katzav et al., 1991). Ces deux derniéres ont des domaines structuraux homologues a
Vavl (Trenkle et al., 2000). Si I’expression de Vav2 et Vav3 est ubiquitaire, celle de Vav1 est
restreinte/confinée exclusivement au lignage hématopoiétique. Cependant, les trois membres
conservent des fonctions cellulaires identiques : ils sont a la fois des facteurs d’échange

nucléotidique sur les petites GTPases Rho et des adaptateurs dans les voies de signalisation.

Ces protéines se comportent donc comme des commutateurs moléculaires dépendants
de leur état de phosphorylation, variant entre un état inactif (non phosphorylé) et une
conformation active (phosphorylée). Les trois membres de la famille VVav jouent des réles clés
dans de nombreux processus biologiques contrdlés par 1’activité de protéines tyrosine kinases
(PTK) a la fois chez les invertébres et les vertébrés. Ils participent activement a I’homéostasie
du systéme nerveux central, du systeme cardiovasculaire et du systeme immunitaire mais aussi
a plusieurs pathologies telles que le cancer et les pathologies du systeme immunitaire (Bustelo,
2014).

2. Structure de Vavl

La protéine Vav1l est composée de multiples domaines fonctionnels qui lui permettent

d’assurer ses deux grandes fonctions (Figure 3)
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Figure 3: Structure de Vavl. Domaine CH (calponin homology); domaine AC (Acidic) qui
contient trois tyrosines régulatrices ; un domaine DH (DBL homology),; un domaine PH
(Pleckstrin homology) ; un domaine C1 ; une région riche en proline (-PPPP-) ; deux séquences
de localisation nucléaire NLS; deux domaines SH3 et un domaine SH2 (Scr homology). La
fonction de chaque domaine est indiquée sur la figure adaptée de (Katzav, 2009)

Vavl est constitué dans sa région N-terminale d’un domaine CH (Calponin Homology),
fréquemment retrouvé en tandem dans les protéines interagissant directement avec 1’actine mais
dans le cas présent joue plutdét un role dans la mobilisation du calcium intracellulaire. La
déplétion d’une partic de ce domaine génére la forme oncogénique onco-Vavl capable
d’induire la transformation des fibroblastes NIH3T3. La déplétion totale du domaine CH
conduit & une activation constitutive de la fonction GEF de Vavl (Coppola et al., 1991; Katzav
etal., 1991).

Cette fonction est régulée par le domaine AC (Acidic motif) qui contient trois tyrosines dites
régulatrices (Y142, Y160 et Y174). Ces tyrosines sont en effet essentielles pour I’activation de
Vavl et sa fonction de facteur d’échange porté par le domaine DH. Vavl est d’ailleurs le seul
GEF dont ’activité est régulée par la phosphorylation de tyrosines (LOpez-Lago et al., 2000).
La déplétion du domaine AC active constitutivement Vavl et augmente également sa capacité
transformante des NIH3T3. L’activit¢é GEF de Vavl est catalysée par le domaine DH (Dbl
homology), qui assure I’échange d’un GDP en GTP au niveau de la famille des petites GTPases
Rho dont Racl et Cdc42 (Bustelo, 2000; Rapley et al., 2008). Ces domaines sont suivis par un
domaine PH (Pleckstrin homology domain) qui permet la liaison aux phospholipides
membranaires et assure le recrutement de Vavl a la membrane. Les domaines PH et C1

participent également a la régulation de I’activité GEF de Vavl.

Vav1 dispose aussi de deux séquences de localisation nucléaire NLS lui permettant de
transiter entre le cytoplasme et le noyau. Seule 1’une des deux (dans le domaine PH) a été
montrée fonctionnelle. La protéine Vavl posséde deux domaines SH3 (N-SH3 et C-SH3), le

domaine C-SH3 étant consensuel. De maniére habituelle, les domaines SH3 reconnaissent les
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séquences PRR des protéines partenaires et contribuent a la transduction du signal via des
interactions protéine/protéine. Le domaine C-SH3 de Vavl meédie d’ailleurs I’interaction avec
différents partenaires dont certains transitant entre cytoplasme et noyau. Le domaine SH2 est
responsable d’interactions avec de nombreuses protéines phosphorylées sur tyrosines, dont
certaines kinases, des adaptateurs ou des régulateurs négatifs. Cette cassette SH3-SH2-SH3
joue donc un réle de plateforme dans les interactions protéiques ce qui favorise leur recrutement

au niveau des récepteurs, d’effecteurs de la signalisation (comme les kinases).

3. Dualité fonctionnelle de Vav1l dans la signalisation cellulaire

Vavl possede une double fonction, elle est a la fois un facteur d'échange GDP/GTP

(GEF) pour les petites GTPases Rho et un adaptateur dans les voies de signalisation.

3.1. La fonction GEF et sa régulation par phosphorylation

Les facteurs d’échange nucléotidique ou GEF sont des protéines assurant 1’échange de
guanosine diphosphate GDP en guanosine triphosphate GTP de la famille des petites GTPases
Rho. Les GTPases Racl, RhoA et cdc42 sont les trois membres de la famille Rho connues pour
leur r6le dans le remaniement du cytosquelette d’actine au cours de la migration, 1’adhérence

et I’invasion cellulaires (Rossman et al., 2005).

Vavl exerce son activité GEF préférentiellement sur Racl in vitro et in vivo (Movilla et al.,
2001), et a une efficacité plus faible sur Cdc42 et RhoA. Le domaine DH de Vavl assure
I’activité GEF avec la contribution des autres domaines structuraux. En effet, La structure a
haute résolution des domaines DH/PH/C1 de Vavl en complexe avec Racl a montré que les
domaines PH et C1 contribuent a une activité GEF efficace en stabilisant la structure du
domaine DH (Rapley et al., 2008).

L’activation de la fonction GEF est controlée par la phosphorylation de trois tyrosines
régulatrices (Y160, Y142, Y174) phosphorylées par les RTKs ou des kinases cytoplasmiques.
Leur état de phosphorylation contréle 1’état conformationnel de Vavl qui oscille entre deux
formes : une conformation fermée (auto-inhibée) et une conformation ouverte (active). Une fois
les tyrosines phosphorylées, le domaine catalytique DH est libéré ce qui permet 1’activation

complete de la protéine (Figure 4).

La conformation auto-inhibée de Vavl est assurée par les domaines AC, DH, C1 et PH. En

effet, le domaine AC interagit avec le domaine catalytique DH en bloquant 1’accés a son
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substrat. Les domaines PH, CH, C1 et C-SH3 viennent consolider la conformation fermée et

contribuent a I’auto-inhibition de Vavl.
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Figure 4: les différentes états conformationnels de Vavl liés a sa phosphorylations.
Adaptée de (Barreira et al., 2014)

La stimulation des récepteurs membranaires tels que le BCR, TCR, Intégrines et les RTKSs ou
bien I’activation de tyrosines kinases cytoplasmiques, entraine la pré-phosphorylation de Vavl
sur les tyrosines 160 et 142 favorisant par la suite sa phosphorylation sur la tyrosine 174 par les
kinases de la famille Syk (Syk et ZAP70) (Deckert et al., 1996). La phosphorylation de la Tyr
174 provoque la libération du domaine DH ce qui léve I'auto-inhibition de la protéine Vav1 et
aboutit a une augmentation de son activité GEF (Aghazadeh et al., 2000; Lopez-Lago et al.,
2000).

D’autres résidus tyrosines contribuent également a la régulation de I’activité GEF
notamment les Y826 et Y841 présentes dans le domaine C-SH3 (Lazer et al., 2010). Plus
récemment, trois autres sites de phosphorylations clés pour I’activation ont été mis en évidence :
les résidus Y541 et Y544 dans le domaine C1 et Y836 dans le domaine C-SH3. L’état de
phosphorylation de Y836 et, dans une moindre mesure, de ceux de Y541 et du Y544, contribue
a la régulation de I’activité du Vavl1 en lien avec les tyrosines présentes dans la région AC. La
phosphorylation de ces trois nouvelles tyrosines est indispensable a la levée de 1’auto-inhibition

contr6lée par le domaine C-SH3 (Barreira et al., 2014; Barreira et al., 2018).

L’activation de Vavl est donc contrblée par la phosphorylation par un ensemble de tyrosines

présentes dans les domaines AC, C1 et C-SH3 ce qui conduit in fine a un réarrangement du

20



cytosquelette d’actine dans les cellules. Si Vavl, en tant que GEF, est un acteur cl¢ de la
signalisation ; il y participe également via sa fonction adaptatrice lui permettant de s'associer a

de nombreuses protéines.

3.2. Lafonction adaptatrice de Vavl dans le contréle de la signalisation et des

fonctions cellulaires

Les domaines d’interaction protéine-protéine de Vavl sont essentiels a son
fonctionnement dans la cellule (Bustelo, 2000). Bien que les conseéquences de toutes ces
interactions ne soient pas encore totalement connues, la capacité de Vavl a interagir avec de
nombreuses protéines lui permet probablement de contribuer a plusieurs voies de signalisation
(Rodriguez-Fdez and Bustelo, 2019) (Figure 5).

NLS NLS
N — @- m‘—C]_-— — GH2 —
) PI3K, Rho- PIP2,  Rho- PLCy, hnRNP, VIK,, Grb2,
Calmoduline  pycy GTPase PIP3  GTPase SLP76, Syk, Zap70, Cbl, Src, ICN1

Figure 5: Quelques protéines partenaires de Vavl.

La fonction de Vavl la plus ancienne connue est la contribution a la réorganisation du
cytosquelette dans les LTs en réponse a la stimulation du complexe TCR/CD3 par un peptide
antigénique présenté a la surface d’une cellule présentatrice d’antigéne (CPA). L’activation
complete du LT nécessite la formation d’une zone d’interaction forte entre le LT et la cellule
CPA appelée « synapse immunologique » (SI). L’implication de Vav1 dans la formation des Sl
a été rapportée pour la premiére fois dans des LTs issus de souris déficientes en Vavl (Vavl/
). Bien que les souris soient viables, elles souffraient d'une réorganisation altérée du
cytosquelette au niveau des LTs probablement dde a un défaut de polymérisation d’actine et de
focalisation des radeaux lipidiques. De plus, ces LTs n’étaient pas capables d’assurer le
recrutement et I’ancrage des TCRs nécessaires a son activation (Fischer et al., 1998; Krawczyk
etal., 2002).

Par ailleurs, gréace a la présence de séquences de localisation nucléaire Vavl peut également
interagir avec de nombreux partenaires transitant entre le cytoplasme et le noyau telles que les
ribonucléoprotéines hnRNP impliquées dans la maturation des ARN ou la protéine VIK (Vav1l-
interacting Kuppel-like protein) qui intervient dans la régulation du cycle cellulaire (Hobert et
al., 1994; Houlard et al., 2005).
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Vav1l participe également a la régulation de certains facteurs de transcription tels que NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells) ou NF-xB (Nuclear Factor kappa B)(Houlard et al., 2002).
La concentration en calcium intracellulaire est un facteur déterminant du niveau d’activation
des facteurs de transcription NFAT. Le domaine CH de Vavl est quant a lui associé a la
libération de calcium a partir des stocks intracellulaires aprés activation de la PLC-y (Cao et al.,
2002).

Vavl intervient donc d’une part au cours de I’activation de I’axe PI3K/Racl/Itk
(Interleukine 2 inducible T cell kinase, une kinase de la famille Tec) afin d’activer la PLC-y1
et d’autre part dans la régulation de I’interaction entre SLP76 et PLC-y1(Reynolds et al., 2002).
L’activation de PLC-y permet le clivage de PIP2 en DAG (Diacylglycérol) et IP3 (Inositol
triphosphate). Le DAG active les protéines kinase C (PKC) tandis que I’IP3 est responsable de
la libération de calcium a partir du réticulum endoplasmique. L’augmentation de calcium
intracytoplasmique permet 1’activation de la calmoduline qui en se fixant & la calcineurine
permet un changement conformationnel libérant 1’activité Ser/Thr phosphatase de cette
derniére. La calcineurine va ainsi déphosphoryler le facteur de transcription NFAT qui pourra

alors étre transporté vers le noyau et interagir avec ses partenaires de transcription.

Si Vavl et Vav3 favorise la libération du calcium intracellulaire en aval du TCR via
I’implication de son inter domaine qui lie I’extrémité C-terminal et le domaine C1, 1’absence
de ce dernier dans la structure de VVav2 inhibe la signalisation calcique dans les cellules T (Fray
et al., 2020).

Dans la voie NF-xB, Vav1 interagit avec le complexe kinases IKKs qui lui-méme va réguler la
dégradation de I’inhibiteur IkB par le protéasome et permettre le passage au noyau et
I’activation transcriptionnelle de NF-xB (Piccolella et al., 2003). Ainsi, La déplétion de Vavl

engendre un défaut de dégradation de IkBa et par conséquent d’activation de NF-kB.

Récemment, une nouvelle fonction adaptatrice de Vavl a été mise en évidence dans la
régulation négative de la voie Notch. Vavl,via ses domaines SH3, favorise I’interaction du
fragment actif de Notch1 ICN1(Intracellular active fragment of Notch1) avec I’ubiquitine ligase
Cbl-B facilitant ainsi sa dégradation par le protéasome (Robles-Valero et al., 2018; Robles-
Valero et al., 2017).

22



Ces études montrent des différences marquées dans les fonctions de Vavl par rapport a ces
deux isoformes Vav2 / Vav3, et pourrait expliquer I’expression différentielle des membres de

la famille Vav par les cellules normales ou tumorales.

4. Implication de Vavl dans les cancers

Lors de la découverte de la forme oncogénique onco-Vavl, ’ADNc était tronqué et
génerait une protéine delétée des 67 premiers acides aminés dans la partie N-terminale. Cette
forme, possédait de fortes propriétés transformantes dans les fibroblastes NIH3T3. Cependant
cette forme tronquée n’a jamais été identifiée chez des patients atteints de cancer. Par la suite,
Vavl a été caractérisé comme un effecteur de signalisation essentiel dans le systeme
hématopoiétique, ou il est normalement exclusivement exprimé. Pour autant, les recherches
développées sur Vavl au cours des deux derniéres décennies ont mis en évidence son
implication dans différentes tumeurs malignes humaines allant des hémopathies aux

carcinomes (Katzav, 2015).

4.1. Vavl dans les hémopathies malignes.

Vavl joue un rdle important dans le développement des cellules immunitaires et sa
participation a été démontrée dans plusieurs hémopathies. Il est d’ailleurs souvent assumé que

Vavl, en tant que Rho -GEF, est impliqué dans de nombreuses voies pro-tumorigenes.

En premier lieu, la dérégulation de I’expression du geéne VAV1 peut participer a la
transformation tumorale. Par exemple, les niveaux élevés de Vavl détectés dans la lignée
Jurkat, modéle de leucémie aigiie de cellules T, sont associés a la surexpression du facteur anti-
apoptotique Bcl2. VVavl protégerait donc les cellules leucémiques de 1’apoptose via I’activation
de I’expression de Bel2 (Yin et al., 2011).

Dans la leucémie lymphoide chronique (LLC), la surexpression de Vav1l est observée dans les
cellules de patients qui présentent la délétion 13q (Prieto-Sanchez et al., 2006). Vavl en
participant a la propagation du signal en aval du BCR favoriserait la prolifération des cellules
leucémiques. Vavl participerait également a la signalisation du récepteur CXCR4 en activant
RhoA et en favorisant la motilité cellulaire (Hofbauer et al., 2014). Dans les cellules de
lymphome diffus a grandes cellules B, 1’expression de Vavl est associée a une activité
proliférative plus élevée et pourrait éventuellement servir de marqueur pour les tumeurs

susceptibles de répondre aux thérapies basées sur le CD40L (Hollmann et al., 2010).
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En 2016, deux groupes différents ont mis en évidence la présence de protéines dont le géne est
en fusion avec celui de Vavl (Vavl-THAP4, Vavl-MYOLF et Vav1-S100A7) résultant de
translocations dans les lymphomes T périphériques. Ces altérations génétiques entrainent
I’activation accrue des fonctions GEF et adaptatrice de Vavl. Des mutations pro-oncogéniques
ont également été identifiées aboutissant a une activation constitutive de Vavl(Abate et al.,
2017; Boddicker et al., 2016). Enfin, une translocation et des mutations induisant 1’activation
constitutive de Vav1l ont aussi été détectées dans les lymphomes T angioblastiques (Fujisawa
et al., 2018). Ces résultats illustrent un nouveau mode de dérégulation de Vavl, mutations

récurrentes et translocation-fusion, dans des lymphomes T.

Beaucoup plus récemment, il a été élégamment démontré pour la premiere fois un role
suppresseur de tumeur de Vavl dans la leucémie aigué lymphoblastique T (LAL ou T-ALL). Il
a en effet été découvert que les souris Vavl-/- developpent un sous-type de T-LAL au cours du
vieillissement ou bien lors de traitement par des agents cancérigenes. Le mécanisme
moléculaire sous-jacent relie les GEFs avec la voie Notch, tres souvent altérée dans ce type de
leucémie. Vavl fonctionne donc comme un suppresseur de tumeur, indépendamment de son
activité catalytique, grace a son association avec 1’ubiquitine ligase Cbl-b et le domaine
intracellulaire de Notchl (ICN1). L’ubiquitination d’ICN1 induit sa dégradation et bloque sa
capacité a transiter vers le noyau et participer a 1’expression de certains génes (Bustelo et al.,
2018; Robles-Valero et al., 2017).

4.2. VVavl et tumeurs solides.

Si I’expression de Vavl est normalement restreinte au lignage hématopoiétique, son
expression ectopique a tout d’abord été détectée dans les neuroblastomes (Hornstein et al.,
2003). Suite a ces travaux, la liste des différents types de cancers exprimant Vavl n’a cessé de
s’allonger : le médulloblastome (Lindsey et al., 2015) ,le cancer de poumon (Lazer et al., 2009),
le cancer du sein (Sebban et al., 2013), le cancer de 1’cesophage (Zhu et al., 2017), le cancer du
pancréas (Fernandez-Zapico et al., 2005; Razidlo et al., 2015) et le cancer de I’ovaire
(Wakahashi et al., 2013).

Tableau 1: Implication de Vav1 dans les tumeurs solides

Type de cancer Observations biologiques Références
Medulloblastome Expression ectopique due a une  (Lindsey et al., 2015)
hypométhylation du promoteur.
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Neuroblastome

Expression ectopique.

(Hornstein et al., 2003)
(Betz et al., 2003)

Méelanome Expression ectopique- (Bartolome et al., 2006)
Activation par CXCL12
(SDF1). (Ko et al., 2020)
Régulation de 1’expression par
BRAFVGOOE
Ovaire Expression ectopique (Wakahashi et al., 2013)
Régulation positive de ’EMT
Pancréas Expression ectopique. (Fernandez-Zapico et al., 2005)
Surexpression de la cycline D1 (Razidlo et al., 2014)
Invadopodia-Métastases (Razidlo et al., 2015)
Synergie avec K-ras (Huang et al., 2017)
(Salaymeh et al., 2020)
(Grassilli et al., 2020)
Sein Expression ectopique (Sebban et al., 2013)
Localisation nucléaire (Du et al., 2014)
prédominante (Grassilli et al., 2014)
Inhibition de I’expression (Grassilli et al., 2018)
d’AKT
Poumon Expression ectopique (Lazer et al., 2009)

Integration des signaux du

(Qietal., 2015)

microenvironnement

Ces différentes études montrent que la réexpression de Vavl et par la méme 1’activation de ses
deux fonctions, adaptatrice et GEF, contribue a la tumorigénése en participant a la prolifération,
la transformation, la migration et I’invasion cellulaires (Katzav, 2015). Lorsque cela a pu étre
analysé, 1I’expression ectopique de Vavl est associée a un mauvais pronostic avec 1’exception
notable du cancer du sein. Il est donc possible, mais cela reste a confirmer, que Vavl puisse
étre a la fois un oncogene et un suppresseur de tumeur comme récemment montré dans certaines

hémopathies.

Les travaux cités précédemment se sont concentrés principalement sur 1’étude des mécanismes
de réexpression ou bien du mode d’action de Vav1 dans les tumeurs solides. Plus récemment,
le séquencage du génome dans différentes pathologies indique que Vavl est muté dans
approximativement 1% des cancers humains (Campbell et al., 2016; Farago et al., 2020; Shalom
et al., 2018). Les mutations identifiées dans Vavl se répartissent sur I’ensemble du géne et

affectent (ou non) tous les domaines structuraux de la protéine.

Parmi ces mutations, la mutation ponctuelle du résidu D797N spécifique au domaine C-

SH3 de Vavl, induit la transformation de fibroblastes 3T3 ainsi que la formation de tumeurs
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dans des modéles murins. Ce mutant favorise la réorganisation du cytosquelette d’actine via
I’activation de Racl. Par ailleurs, cette analyse a mis en évidence une interaction entre Vav1l et
la B-caténine suggérant une contribution de VVavl aux jonctions cellulaires et a la stabilisation
de la B-caténine (Razanadrakoto et al., 2015b). Dernierement, le groupe du Pr. Shulamit Katzav
a étudié trois mutations les plus fréqguemment observées chez des patients atteints de cancer du
poumon. Deux des trois mutants se sont révélés trés fortement transformants suggérant que des
mutants ponctuels de Vav1 peuvent étre de puissants oncogenes par rapport a la forme sauvage
(Farago et al., 2020).

I1. La tyrosine kinase Syk

1. Généralités

La protéine Syk (Spleen Tyrosine Kinase) est une tyrosine Kinase cytoplasmique
appartenant a une famille de kinases constituée de deux membres : Syk et Zap70. Ces deux
kinases ont été principalement décrites et étudiées pour leur rdle primordial dans la signalisation
des récepteurs immuns matures TCR et BCR ainsi que dans le développement lymphocytaire.
Syk est majoritairement exprimée par les cellules hématopoiétiques mais également a des
niveaux variables dans des cellules non hématopoiétiques (Yanagi et al., 2001) (Figure 6).
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Figure 6: Expression tissulaire de Syk. Les niveaux d’expressions de Syk sont trés variables d’un
tissu a un autre, une forte expression dans le poumon, la rate, la moelle osseuse, une
expression moyenne dans le colon, le rein, le pancréas, la thyroide et une faible expression
dans le sein et le tissu adipeux. (The humain protein atlas database www.proteinatlas.org).

L’importance de Syk dans le développement a été démontrée des 1995 par deux équipes
gréce a la génération des premiers modeles murins invalidés. L’invalidation du géne Syk chez

la souris induit une létalite périnatale suite a des hémorragies cutanées causees par une mauvaise
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séparation des systéemes sanguins et lymphatiques. De plus, des altérations de la maturation
précoce des lymphocytes B ont été observées (Cheng et al., 1995; Turner et al., 1995).

En fonction du type cellulaire, Syk participe a de trés nombreuses voies de signalisation
notamment celles initiées par le recepteur des cellules B (BCR ou B Cell Receptor), le récepteur
des cellules T (TCR ou T Cell Receptor), les récepteurs plaquettaires, les récepteurs aux lectines
C, les récepteurs aux cytokines, les récepteurs Fc (Fragment constant des immunoglobulines)
ou les intégrines (Berton et al., 2005). Ces voies de signalisation contrdlent plusieurs processus
cellulaires tels que la prolifération, la migration, la différenciation, la mobilisation du calcium,

la production de cytokines ou encore la survie des cellules.

2. Structure primaire de Syk

La structure primaire de Syk contient deux domaines d’homologie a Src (SH2), qui sont
organisés en tandem a DI’extrémité N-terminale et permettent & Syk d’interagir avec les
récepteurs membranaires. Elle est également composée d’un domaine catalytique a I’extrémité
C-terminale qui assure la fonction kinase (Taniguchi et al., 1991). Les deux domaines SH2 sont
séparés par un court interdomaine A (IDA) qui confere a Syk une flexibilité lors de sa liaison
aux récepteurs (Zhang et al., 2008). Un autre interdomaine B (IDB), plus long que le précédent,
se trouve entre le second domaine SH2 et le domaine kinase et constitue une plateforme

d’interaction avec d’autres partenaires, notamment suite a la phosphorylation de certains de ses

résidus (Figure 7).
Interdomaine A Interdomaine B
(IDA) (IDB)
| |
Syk N e SH2 SH2 — Kinase — G
L /
14 105 167 258 370 620
Zap70 N SH2 SH2 Kinase _—c
N N

Figure 7: Structure primaire des protéines Syk et Zap70. Les protéines de la familles Syk sont
constituées de deux domaines d’homologie a Src (SH2) séparés par un interdomaine A (IDA)
et d’'un domaine kinase séparé du tandem SH2 par un interdomaine B (IDB). Zap70 a perdu
une séquence de 23 acides aminés (aa) située dans I'interdomaine B.

3. Isoformes de Syk

Le gene Syk, localisé sur le chromosome 9q22, permet I’expression de deux isoformes
issues d’un épissage alternatif : Syk (L) et Syk (S). La forme longue (L, Long de 635 aa) et la

forme courte (S, Short de 612 aa) différent de 23 acides aminés situés dans I’interdomaine B ;
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zone appelée « insert » (Ku et al., 1994). La déplétion de cet « insert » par epissage alternatif
produit Syk (S) dont la séquence se révele étre plus similaire a celle de Zap70, lui aussi
dépourvu de ces 23 aa (Figure 8). L’absence de I’insert diminuerait davantage la capacité de
Syk (S) a se lier aux résidus phosphorylés des motifs ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-based
Activation Motifs) suite a une stimulation des récepteurs Fc des basophiles ou du TCR des
cellules T (Latour et al., 1998).

Si I’expression différentielle des deux isoformes est relativement peu étudiée, des
données indiquent que Syk (S) est faiblement exprimée par les cellules du thymus et de la rate
ainsi que par certaines autres cellules héematopoiétiques. Syk (S) ne possede pas les résidus
sérines S291 et S297 impliqués dans le contréle des fonctions de Syk. La phosphorylation de
la sérine 291 par la PKC activée en aval du BCR régule positivement les facteurs de
transcription NFAT et EIk dans un modeéle de cellules B (Paris et al., 2010). La phosphorylation
de la S297 également par la PKC sert de rétrocontréle a I’activation de Syk en aval du BCR
(Makhoul et al., 2019; Mohammad et al., 2016). L’absence de ses deux résidus pourrait
partiellement expliquer les différences observées entre les deux isoformes au niveau de la
signalisation cellulaire en aval du BCR.

Concernant la localisation intracellulaire, Syk (L) se trouve a la fois dans le cytoplasme
et dans le noyau contrairement a Syk (S) qui est exclusivement cytoplasmique dans des cellules
épithéliales mammaires (Wang et al., 2003). Néanmoins, une étude plus récente contradictoire
montre que Syk (S) serait également retrouvé dans le noyau. Ainsi, la séquence d’acides aminés
de 332 & 359 a I’extrémité C-term de 1I’IDB serait responsable de la translocation nucléaire de
Syk dans la lignée DT40 de cellules B (Zhou et al., 2006).

Interdomaine A Interdomaine B
(IDA) (IDB) o
297 Localls_atlon
shoq _nuclea|re
Syk-L N 0 SH2-N SH2-C | — Kinase C 635aa
[ —
2831 1305
| I
'||( Epissage alternatif
Insert (23 aa)
V
SYk-S N = SH2 =———————— SH2 Kinase C 612aa

Figure 8: Les isoformes de Syk. L’isoforme Syk-L (Long, 635 acides aminés) differe d’une
séquence de 23 acides aminés incluant les sérines 297 et 291 de son isoforme Syk-S (Short,
612 acides aminés). Les isoformes possedent une séquence de localisation nucléaire NLS
proche du domaine kinase
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Les données concernant 1’expression et la distribution cellulaire de Syk commencent seulement
a étre mieux identifiées et semblent hétérogenes en fonction du type cellulaire. D’autre part les
domaines modulaires de Syk lui permettent d’exercer une double fonction dans les voies de

signalisation, a savoir une activité tyrosine kinase et une fonction d’adaptateur de signalisation.
4. La double fonction de Syk dans les voies de signalisation

4.1. La dualité de la fonction kinase

La protéine Syk est essentiellement décrite pour son activité enzymatique tyrosine
kinase. Une fois activée par phosphorylation, elle phosphoryle a son tour de nombreuses
protéines en aval de différents récepteurs membranaires participant a la propagation du signal
(Geahlen, 2009). De facon surprenante, il a été également montré que Syk aurait la capacité de
phosphoryler des substrats sur des résidus sérines. En effet, Syk phosphoryle le résidu sérine
197 (S197) de la sous-unité Iga (CD79A) du BCR et régule ainsi négativement la signalisation
du récepteur (Heizmann et al., 2010). Cette activité serine kinase a aussi été mise en évidence
sur le facteur de transcription lkaros, facteur clé impliqué dans le développement
lymphocytaire. La phosphorylation de résidus sérine présents dans I’extrémité C-term d’lkaros
favorise sa translocation nucléaire et son activité transcriptionnelle dans des cellules pré-B
(Uckun et al., 2012)

4.2. Un adaptateur

En complément de son activité kinase, Syk est décrite pour former une plateforme
d’ancrage. Elle joue donc un r6le adaptateur en s'associant a de nombreux effecteurs protéiques
impliqués dans diverses voies de signalisation. Son role adaptateur a été mis en évidence suite
a I’expression de mutants de Syk qui altérent son activité kinase mais pas la signalisation en
aval. Par exemple, I’extrémité C-term de Syk contient deux résidus tyrosine qui une fois
phosphorylés vont permettre I’interaction avec BLNK (B-cell linker ou SLP65). La co-
expression de BLNK et de Syk sans activité kinase (Syk-KD) dans la ligné T J14 a montré que
Syk pouvait établir un lien entre BLNK et la mobilisation du calcium indépendamment de son
activité kinase suite a la stimulation du TCR (Abudula et al., 2007; Kulathu et al., 2008).
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5. Role de Syk dans la signalisation cellulaire

5.1. Syk et la voie du BCR

Le role de Syk dans la signalisation en aval des récepteurs immuns a été largement
étudié dans le systeme hématopoiétique. Ces récepteurs exprimés a la surface des cellules
possedent des motifs ITAMSs qui sont des motifs d’activation contenant plusieurs tyrosines. Syk
se fixe par I’intermédiaire de ses deux domaines SH2 aux résidus tyrosine des motifs ITAMs
qui ont été phosphorylés par les kinases de la famille Src (SFKs) (Mdcsai et al., 2010)(Figure
9).

- | ’ BCR ' cD19
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Figure 9: Activation de Syk en aval de la signalisation du BCR. La transduction du signal en
aval de I'activation de Syk suite a son recrutement sur les motifs ITAMs du BCR. Syk se lie
a ses partenaires directs conduisant a I'activation de nombreuses voies de signalisation.
(Adapté de Niiro and Clark,2002)

La fixation de Syk sur les motifs ITAMs entraine son activation et son interaction avec
différents partenaires permettant ainsi 1’activation de diverses cascades de signalisation qui
aboutissent a la régulation de la prolifération, la survie ou encore la différenciation cellulaire.
Essentielle au développement des lymphocytes B, I’implication de Syk dans la signalisation du
BCR a été particulierement étudiée. En effet, les souris déficientes en Syk présentent un défaut
de lymphopoiése B avec un blocage au stade pro-B, démontrant la contribution de Syk a la
transition des cellules pro-B en pré-B et sa participation a la signalisation du pré-BCR (Turner
et al., 1995). Plus tardivement dans le développement, les cellules B acquierent et présentent a
leur surface des immunoglobulines transmembranaires de type IgM ou IgG qui sont associées
a un hétérodimere composé des protéines CD79a (Ig o) et CD79b (Ig B) ; I’ensemble formant
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le BCR. Suite a la fixation d’un antigéne, les motifs ITAMs des CD79a et CD79b sont
phosphorylés sur des résidus tyrosine par Lyn (Src kinase). Ces ppITAM permettent le
recrutement de Syk via ses domaines SH2 et sa phosphorylation. Syk activée recrute alors a la
membrane et phosphoryle la protéine adaptatrice BLNK qui permet la formation d’un
signalosome ; ce dernier étant constitué de plusieurs protéines dont 1’adaptateur Vavl, les
kinases Btk (Bruton Tyrosine kinase) et PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) ainsi que la lipase
PLCy2 (Phospholipase C gamma 2) (Dal Porto et al., 2004).

L’activation de la lipase PLCy2 génére deux messagers secondaires dont le DAG (1,2-
diacylglycérol) qui active les protéines kinases C (PKC) et I’IP3 (Inositol 1,4,5-triPhosphate)
responsable de la libération intracellulaire de calcium a partir du réticulum endoplasmique. Ces
derniers activent la voie des MAP kinases (Mitogen-Activated Protein) dont JNK (c-Jun N
terminal Kinase), ERK (Extracellular Regulated Kinase) et P38. La voie aboutit a 1’activation
de facteurs de transcription tels que NFkB (Nuclear Factor kappa B) ou NFAT (Nuclear Factor
of Activated T cell) qui régulent la survie des lymphocytes. La PI3K activée elle aussi par le
BCR, et par son co-récepteur le CD19, génere a son tour du PIP3 a partir de PIP; et active les
PLCy, Akt et Vavl. La voie PI3K/Akt régule la prolifération et la survie des lymphocytes B par
I’intermédiaire du maintien de 1’activation des facteurs de transcription comme NFAT. La
phosphorylation et I’activation de Vavl1 contrdle la réorganisation du cytosquelette d’actine via
I’activation des petites GTPases (guanosine triphosphatases) de la famille Rho. Syk, par
I’intermédiaire de la protéine adaptatrice Grb2, active Ras et entraine la phosphorylation et
I’activation des MAPKSs décrites précédemment. En dehors de ce role effecteur positif de la
signalisation Syk possede également un rdle central dans la régulation négative de la
signalisation du BCR. D’une part, la déphosphorylation de Syk par la phosphatase SHP1 (Src
homology region 2 domain-containing phosphatase-1) déstabilise le signalosome et neutralise
la signalisation du BCR. D’autre part, I’'ubiquitination de Syk par 1’ubiquitine ligase Cbl
(Casitas B-lineage Lymphoma) induit la dégradation de Syk favorisant ainsi 1’atténuation de la
signalisation du BCR.

En résumé, la voie du BCR et de ses différents effecteurs illustrés dans la figure 4 contribue a
réguler finement plusieurs processus cellulaires dont la survie, la prolifération, la migration et

la maturation/différenciation des lymphocytes B (Niiro and Clark, 2002; Pierce and Liu, 2010).
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5. 2. La voie des intégrines et le contrdle de I’adhérence cellulaire

Dans certaines cellules comme les neutrophiles, les monocytes et les plaquettes, Syk
peut également s'associer de manicre directe ou par 1’intermédiaire d’un adaptateur a des
récepteurs ne possédant pas de motif ITAM, comme les intégrines. Ces derniéres représentent
une famille de récepteurs transmembranaires qui participent a la régulation de I’adhérence et la

migration cellulaire (Jakus et al., 2007).

a. Activation dépendante des b. Activation dépendante des ITAMs c. Activation par coopération des
intégrines liés aux intégrines intégrines avec les ITAMs
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Figure 10: Activation de Syk en aval des intégrines. a. Dans le modéle indépendant des
ITAMs, l'interaction directe de Syk non phosphorylée avec la chaine 8 des intégrines
conduit a son activation. b. Dans le modeéle impliquant les ITAMs, I'activation des
intégrines induit la phosphorylation des ITAMs des molécules adaptatrices (DAP12/FcRy)
et le recrutement de Syk. c. Dans la combinaison des deux modeles, Syk lie a la fois les
intégrines et les ITAMs phosphorylés des molécules adaptatrices. Adapté de (Mocsai et
al.,2010)

Par exemple, I’intégrine allbB3 présente sur les plaquettes recrute et active Syk. Sa
fixation s’effectue sur la queue cytoplasmique de la sous-unité B des intégrines. Cette liaison
dépend d’une autre partie du domaine SH2 que celle engagée dans la reconnaissance des motifs
ITAM mais nécessite le domaine SH2 N- term et I'interdomaine A. Ainsi Syk participe a et
régule I’adhésion des plaquettes a la fibronectine (Woodside et al., 2001; Woodside et al.,
2002). Par ailleurs, des protéines peuvent servir d’intermédiaires entre Syk et les intégrines. En
effet, la protéine adaptatrice DAP12 (Death associated protein 12), ou la chaine y des FcR, qui
contiennent toutes deux des motifs ITAMs, ont la capacité de ponter Syk aux intégrines dans
les neutrophiles et les macrophages. Les deux mécanismes d’activation de Syk pourraient
toutefois coexister dans les différents types cellulaires (Mocsai et al., 2006; Mdcsai et al., 2010)

(Figure 10).
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5. 3. Les autres voies de signalisation impliquant Syk

Syk joue également un réle dans la signalisation du récepteur PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) impliqué dans le roulement des leucocytes sur 1’endothélium active.
L’activation du récepteur PSGL-1 permet le recrutement des protéines de la famille ERM
(Ezrine, Radixine et Moésine) qui constituent des intermédiaires entre la membrane plasmique
et le cytosquelette d'actine. En effet, la fixation des protéines ERM entraine la phosphorylation
de leurs motifs ITAM favorisant ainsi la liaison de Syk. Les protéines ERM servent donc
d’adaptateurs pour permettre 1’activation de Syk dans les leucocytes via le PSGL-1 (Urzainqui
etal., 2002).

La chimiokine CXCL12/SDF1 active également Syk dans les cellules B ou les mécanismes
responsables de cette activation n’ont pas encore été totalement éclaircis. La stimulation du
récepteur CXCR4 par CXCL12 régule la polarité et la migration des cellules hématopoiétiques
en activant la PI3K et la kinase BTK qui est elle-méme un effecteur phosphorylé de Syk
(Matsusaka et al., 2005).

Les récepteurs aux lectines de type C (CLRs) constituent une famille de récepteurs impliqués
dans la reconnaissance des oligosaccharides des pathogenes. Ce sont des récepteurs dotés
d’hem ITAM qui ne possédent qu’un seul motif tyrosine reconnu par Syk. Les Clec-7A (Dectin-
1), Clec-6A et Clec-4E, qui sont exprimés par les cellules dendritiques, permettent 1’activation
de Syk et modulent la réponse innée du systéeme immunitaire par ’activation de voies de
signalisation telles que NFAT, MAPK et PI3K (Mdcsai et al., 2010). Dans les plaquettes, les
récepteurs Clec-2 forment un dimeére qui induit le recrutement de Syk grace a leurs deux
domaines SH2 menant ainsi a I’activation plaquettaire (Fuller et al., 2007; Hughes et al., 2010).
L’interaction de Syk avec ces récepteurs ou co-récepteurs induit des changements structuraux
importants de la kinase favorisant le passage d’une conformation basale inactive a une

conformation active (Grédler et al., 2013; Mansueto et al., 2019; Mdcsai et al., 2010).
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6. Regulation de I’activation et de I’activité de Syk par phosphorylation
6.1. Activation

Deux modéles d’activation de Syk ont été proposés. Le premier modele nommeé « OR-
gate » propose une activation de Syk suite & sa phosphorylation ou sa liaison via son domaine
SH2 au motif ITAM doublement phosphorylé. Tandis que le deuxiéme modele repose sur une
activation suite a son interaction avec un motif ITAM doublement phosphorylé par une kinase
de la famille des Src qui permet le recrutement de Syk au niveau du récepteur. Une étude basée
sur la spectrométrie de masse a mis en évidence 32 sites de phosphorylation dans la séquence
de Syk dont 15 résidus tyrosine, 6 thréonines et 11 sérines dans des cellules B apres que le BCR

ait été engagé (Bohnenberger et al., 2011).

Interdomaine A Interdomaine B
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Figure 11: Les principaux sites de phosphorylation de Syk et les protéines capables
de lier les résidus phosphorylés.

Tableau 2 : Les principaux sites de phosphorylation de Syk, les kinases impliquées et I'impact
fonctionnel de ces modifications sur Syk elle-méme et sur la voie de signalisation.

Tyr 131 Syk, Lyn Déstabilisation de I’interaction (de Castro, 2011;
entre IDA et IDB dans le Keshvara et al.,

maintien de la conformation 1997; Traversetal.,
fermée/autoinhibée 2019; Zhang et al.,
Diminue I’affinité avec les 2008)

ITAMs des immunorécepteurs

et favorise I’activité catalytique

de Syk
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Ser 291

Tyr 296

Tyr323

Tyr348/Tyr 352

Tyr 525/526

Tyr 629-631

PKC

Syk

Syk,
(Lyn)

Syk, Src

Syk

Syk

Src

Phosphorylation en aval du
BCR
transcriptionnelle de NFAT ou
de Elk1

Distingue Syk ou Syk L de la

augmente  ’activité

forme Syk-B au niveau de la
signalisation cellulaire.

Induit I’interaction avec Cbl ou
PI3K.

- Impliqués dans ’activation de
Syk

- Régulent positivement la
signalisation du BCR et les
interactions avec les partenaires
(PLCy, Vavl, Vav2, Src, PI3K,
Grb2).

Potentialise 1’activation de Syk

et la phosphorylation de ses

substrats.

L’autophosphorylation
déstabilise la conformation
auto-inhibée.

La pY630 est un site d’ancrage
de BLNK pour maintenir Syk

activée.

(Paris et al., 2010)

(Furlong et al.,
1997; Zhou et al.,
2006)

(Sada et al., 2000)
(Furlong et al.,
1997) (Hong et al.,
2002; Keshvara et
al., 1998; Moon et
al., 2005)

(Deckert et al.,
1996; Furlong et
al., 1997; Gréadler et
al., 2013)

(Furlong et al.,
1997; Grédleretal.,
2013; Zhang et al.,
1998)

(de Castro et al.,
2012; de Castro et
al., 2010; Kulathu
et al., 2009)
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Certaines de ces phosphorylations sont situées sur des résidus de I’interdomaine B,
soulignant le réle clé de ce domaine dans le contrdle des fonctions de Syk (Geahlen, 2009;
Latour et al., 1998). Les plus décrites dans la littérature sont la phosphorylation des résidus
Y131 de I’IDA, Y323, Y348 et Y352 de I’IDB, ainsi que Y525/Y526 du domaine catalytique
et enfin les Y629-631 au niveau de la queue C-term (Figure 11 ; tableau 2). Lors de I’activation
de Syk, la phosphorylation de ces résidus tyrosine joue un réle important dans la régulation de
son activation et de son activité (Furlong et al., 1997; Keshvara et al., 1998).
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Figure 12: Activation de Syk via les motifs ITAMs. Suite a la stimulation d’un récepteur
immun, Lyn phosphoryle les motifs ITAMs qui servent d’ancrage a la kinase Syk. Ce
recrutement induit des changements de conformation qui libérent Syk de sa structure auto-
inhibée et favorisent son activation. Syk est ensuite phosphoryleé par trans ou
autophosphorylation sur ses résidus tyrosines dont ceux permettant sa libération du
récepteur. Adapté de (de Castro et al., 2011)

A T’état inactif ou basal, Syk est non phosphorylée et adopte une conformation compacte auto-
inhibée comme le montre la structure cristallographique. Cette conformation est assurée,
notamment, par des liaisons (hydrogénes ou autres) impliquant les chaines latérales d’acides
aminés aromatiques présents dans les inter-domaines et I’extrémité C-term (Gradler et al.,
2013). Lors de la stimulation des récepteurs membranaires par leurs ligands respectifs, Lyn est
activée et phosphoryle les ITAMs. Cette phosphorylation entraine le recrutement de Syk, qui a
son tour, est phosphorylée par Lyn ou s’autophosphoryle sur certains de ses résidus tyrosine,
dont ceux de la boucle d’activation (Y525/Y526). L’ensemble de ces modifications entraine
des changements conformationnels passant par une exposition du domaine kinase qui conduit

a une activation compléte de la tyrosine kinase.
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L’interaction de Syk avec les motifs ITAMs est régulée par la phosphorylation de la Y131 située
dans ’IDA. La substitution de cette tyrosine par des résidus glutamate ou phénylalanine montre
que I’autophosphorylation de la Y131 libére Syk des motifs ITAMs pour phosphoryler d’autres
substrats (de Castro, 2011; Keshvara et al., 1997; Travers et al., 2019; Zhang et al., 2008)
(Figure 12).

L’IDB contient aussi des résidus tyrosine régulateurs de 1’activation de Syk, dont les Y348
et Y352. Ces résidus, phosphorylables par Syk ou par les kinases de la famille Src (SFKs),
participent a la transition entre la conformation auto-inhibée et la conformation active de Syk
(Brdicka et al., 2005). En effet, la mutation de ces résidus tyrosine en phénylalanine maintient
Syk dans une conformation auto-inhibée (Gradler et al., 2013). La phosphorylation de ses
résidus est également impliquée dans ’interaction de Syk avec des partenaires clés. Le facteur
d’échange nucléotidique Vavl est recruté suite a la phosphorylation sur la Y348, alors que les
PLCy 1 et 2 via leur domaine SH2 se lient aux deux résidus (Y348 et 352) phosphorylés
(Deckert et al., 1998; Law et al., 1996; Simon et al., 2005b).

Le domaine kinase contient également des sites d’autophosphorylation avec les résidus
tyrosine Y525 et Y526 qui sont localisés dans la boucle d’activation. La phosphorylation de ces
deux résidus tyrosine est considérée comme un marqueur final de I’activation de Syk. En effet,
la mutation de 1’une ou des deux tyrosines bloque la phosphorylation des substrats de Syk et
abolit la signalisation dans les cellules B (Zhang et al., 2000).

PP-ITAM

Syk

Inactive / auto-inhibé Etat intermédiaire Active

Figure 13: Le modele d'activation de Syk par phosphorylation des ITAMs, de
l'interdomaine et de son auto-phosphoryaltion. Adapté de (Mansueto et al., 2019).

Plus récemment, un nouveau modéle a été proposé sur les mécanismes d’activation de
Syk et sur la chronologie de phosphorylation des résidus tyrosine impliqués dans son activation.
En effet, les études biochimiques précédemment menées in vitro utilisent des constructions de

Syk qui ne peuvent étre totalement compareées a la protéine endogene (Tsang et al., 2008). Bien
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que plus pertinentes et plus représentatives des conditions physiologiques, les études in cellulo
fournissent, quant a elles, des données parfois complexes et souvent difficiles a disséquer en
termes d’étapes dans le processus d’activation de Syk. Ce nouveau modeéle est basé sur
’utilisation d’une forme recombinante de Syk qui est générée a partir d’un lot unique de
cellules. Ces derniéres expriment une construction de Syk qui est modifiable et capable de
donner naissance a des formes comparables de Syk inactive ou active. Cette stratégie a permis
d’enrichir la compréhension du mécanisme d’activation de Syk en se placant dans des
conditions comparables aux conditions physiologiques. Selon cette étude, 1’ancrage sur les
motifs ITAM doublement phosphorylés par les deux domaines SH2 rend le résidu tyrosine 352
accessible a la phosphorylation par Lyn. Cette premiere modification facilite la phosphorylation
ultérieure du résidu tyrosine 348 et 1’autophosphorylation des tyrosines 525/526. L’ensemble
de ces phosphorylations aboutit a I’activation compléte de Syk (Mansueto et al., 2019) (Figure
13). Syk adopterait donc un mécanisme d’activation graduel qui impliquerait un état
intermédiaire ou Syk est liée aux motifs ITAMs et qui serait suivi d’une activation compléte

grace aux Src et a Syk elle-méme.

6.2. Mécanisme d’inactivation de Syk

Comme pour son activation, le retour a 1’état basal autoinhibé de Syk est également
contr6lé par un jeu de diverses phosphorylations. En effet, la séquence de Syk contient plusieurs
résidus sérine et thréonine qui peuvent étre phosphorylés, dont la sérine en position 297 située

dans I’IDB. La phosphorylation de la S297 est attribuée a la protéine kinase C (PKC) qui est
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Figure 14: Le rétrocontréle de Syk par la PKC. Adapté de (Makhoul et al., 2019)
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activée en réponse a la stimulation de glycoprotéines membranaires qui assurent le rétrocontrdle
de I’activité de Syk au cours de I’activation plaquettaire (Makhoul et al., 2019). En effet, la
phosphorylation de la S297 permet le recrutement de la protéine 14-3-3 qui séquestre Syk dans

le cytoplasme et diminue ainsi la signalisation du BCR (Mohammad et al., 2016) (Figure 14).

Par ailleurs, le résidu tyrosine 323, situé également dans 1’IDB, est un résidu clé dans le contréle
de P’activité de Syk. Une fois phosphorylé, ce résidu est reconnu par le domaine SH2 de
I’ubiquitine ligase Cbl (Casitas B-lineage lymphoma) qui induit la dégradation de Syk (Lupher
et al., 1998; Yankee et al., 1999).

Si I’activité de Syk peut étre régulée par la phosphorylation de certains de ses résidus, elle
I’est aussi par I’action de phosphatases avec notamment SHP1. La phosphorylation de SHP1
par Lyn permet son recrutement au niveau du BCR ou la phosphatase peut déphosphoryler et
inactiver Syk (Veillette et al., 2002).

Malgré une littérature abondante, I’impact structurel/fonctionnel de toutes les
phosphorylations de Syk de maniere endogéne n’a pas encore ¢été déterminé, probablement a
cause du nombre limité de phospho-anticorps spécifiquement dirigés contre ces résidus
phosphorylés et disponibles actuellement sur le marché. Ces études permettraient de mieux
comprendre comment Syk est préférentiellement impliquée dans une voie de signalisation par

rapport a une autre dans un type cellulaire et son role dans les cellules cancéreuses.

7. Dualité fonctionnelle de Syk dans les cancers

Si Syk est un acteur essentiel de la machinerie de signalisation en aval des récepteurs
des cellules hématopoiétiques, un nombre croissant de publications montre que cette protéine
I’est également dans des cellules non-hématopoiétiques.

De plus, des altérations de son expression et/ou de son activation démontrent son implication
dans le développement de cancers, qu’ils soient d’origine hématopoiétique ou non. Pour autant,
sa fonction dans ces pathologies est duelle car elle peut jouer un réle pro- ou anti-tumoral. Si la
fonction pro-tumorale a longtemps été principalement décrite dans les leucémies et les
lymphomes, la fonction anti-tumorale est majoritairement attribuée aux cancers d’origine
épithéliale. Notamment, une activation constitutive de Syk dans certaines hémopathies est a
I’origine d’une résistance a 1’apoptose des cellules tumorales alors qu’une diminution de son
expression dans certains cancers d’origine épithéliale est corrélée a la progression tumorale.
Syk peut donc étre un promoteur ou un suppresseur de tumeur principalement en fonction du

type cellulaire.
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7.1. Promoteur de tumeur

Par son r6le majeur dans la voie de signalisation du BCR et dans la survie cellulaire, la
fonction de Syk, en tant que promoteur de tumeur, est majoritairement détaillée dans les
pathologies ciblant les cellules B. Dans la majorité des hémopathies (décrites dans le tableau
3), une activation constitutive de Syk est un des marqueurs fondamentaux. Par exemple, dans
la leucémie lymphoide chronique (LLC), une surexpression de Syk, ainsi que son activation
basale plus élevee, sont détectées dans les cellules B pathologiques versus les lymphocytes B
normaux. L’inhibition de 1’expression de Syk ou bien un traitement par des inhibiteurs
pharmacologiques induisent une entrée en apoptose des cellules B leucémiques (Buchner et al.,
2009; Chen et al., 2008b; Gobessi et al., 2009). Ces effets ont été également observés dans
d’autres hémopathies décrites dans le tableau 2. En réponse a une stimulation antigénique, la
survie des cellules B de LLC dépend d’un seuil imposé par les niveaux d’expression du BCR
membranaire, de Syk et/ou de Zap70. Elle est également liée aux taux de phosphorylation
globale de Syk dans les cellules leucémiques de patients répondant en termes de survie
cellulaire a la stimulation du BCR (Le Roy et al., 2012). Dans ce contexte, la phosphorylation
constitutive de Syk sur le résidu tyrosine 352 par les SFKs (Lyn, Lck) conduit a son activation
et a une régulation positive de la survie des cellules B leucémiques. De plus, la phosphorylation
de résidus tyrosine 525 et 526 est également impliquée dans cette activation constitutive menant
a I’augmentation de la phosphorylation des effecteurs qui induisent la prolifération des cellules
B de LLC (Buchner et al., 2009; Carsetti et al., 2009; Gobessi et al., 2009).

Le r6le promoteur de tumeur de Syk n’est tout de méme pas restreint aux cellules
hématopoiétiques. Sa surexpression a été également observée dans les cancers du poumon
(Singh et al., 2009), de I’ovaire (Lowe et al., 2004), du cou et de la téte (Black et al., 2020;
Luangdilok et al., 2007) ainsi que dans les rétinoblastomes (Zhang et al., 2012). La déplétion
de Syk par une approche d’ARN interférence dans des cellules de carcinomes pulmonaires
diminue la prolifération cellulaire et augmente 1’apoptose (Udyavar et al., 2013).

L’expression de Syk dans ces pathologies cancéreuses est donc associée a un mauvais pronostic
de survie des patients.

La survie des cellules cancéreuses dans une grande proportion des adénocarcinomes
pulmonaires et pancréatiques dépend des mutations oncogéniques de K-Ras. La mutation du
gene Kras modifie le site de liaison du GTP sur la protéine p21-Ras. De ce fait, I’activité
GTPasique de p21-Ras mutée est réduite, ainsi que sa capacité a interagir avec les GTPases

activating proteins. La conséquence fonctionnelle de cette mutation est une sur-activation de
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p21-Ras, en permanence liée au GTP. Les signaux mitogenes, de migration, d’invasion et

d’angiogenése sont donc activés constitutivement et ne requierent pas d’activation préalable

déclenchée par la fixation d’un facteur de croissance ou pro-angiogénique a leur récepteur.

Des analyses d’expressions géniques ont montré que Syk est le géne le plus

communément exprimé dans les cellules dépendantes de K-Ras. Dans ces cellules, la déplétion

de Syk induit I’apoptose via I’activation de la caspase 3. Ceci laisse suggérer que Syk protége

les cellules de 1’apoptose induite par K-Ras (Singh et al., 2009).

Tableau 3: Syk un promoteur de tumeurs (Krisenko et Geahlen, 2015)

Type du Cancer

Leucémie lymphoide

chronique (LLC)

Lymphome diffus a
grandes cellules B
(DLBCL)

Lymphome
folliculaire (LF)

Lymphome du
manteau (LCM)

Lymphome de la
zone marginale
(LZM)

Leucémie aigle
lymphoblastique B
(LAL-B)

Lymphome des
cellules T
périphériques
(PTCL)
Lymphome B-
Epstein-Barr +
(post-
transplantation)
Leucémie aigle
myéloide (LAM)

Observations
Surexpression et activation constitutive de
Syk.
Inhibition de Syk induit I'apoptose.

Activation constitutive de Syk.
Amplification du gene Syk.

Inhibition de SYK induit I'apoptose ou l'arrét

du cycle cellulaire.

Surexpression de Syk.

Inhibition de Syk diminue I’activit¢ mTOR.
Inhibition de I’invasion et de I’angiogénése

Surexpression de SYK (faible amplification
du géne).

Inhibition de Syk induit I'apoptose.
Surexpression de SYK.

Activation constitutive de SYK.
Inhibition de Syk induit I'arrét de la
prolifération et I’apoptose.

Surexpression et activation constitutive de
SYK.
Protéine fusion ITK-SYK.

Activation de SYK par la protéine virale
LMP2A.
Inhibition de SYK induit I'apoptose.

Activation de SYK par les intégrines.
Inhibition de SYK diminue la prolifération
cellulaire et induit la différenciation.

Références
(Buchner et al.,
2009) (Chen et al.,
2008a) (Gobessi et
al., 2009)

(Chen et al.,
2008b; Chen et al.,
2013) (Cheng et
al., 2011)

(Leseux et al.,
2006)

(Fruchon et al.,
2012)

(Rinaldi et al.,
2006)

(Ruiz-Ballesteros
et al., 2005)

(Perovacetal.,
2014)

(Uckun et al.,
2013)
(Feldman et al.,
2008)
(Pechloff et al.,
2010)

(Hatton et al.,
2013)

(Hahn et al., 2009;
Miller et al., 2013)
(Cremer et al.,
2020)
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Carcinome
nasopharyngien

Cancer du sein
HER2 positif
Cancer du pancréas
et du poumon
Rétinoblastome

Cancer de poumon a
petites cellules
(SCLC)

Carcinome
squameux de la téte
et du cou (SCCHN)

Glioblastome

Sarcome d’Ewing

Cancer de la
prostate

Activation de Syk par LMP2A

Activation de Syk par la protéine
oncogeénique C35

Dépendance de I’expression de K-RAS.
Inhibition de Syk induit I'apoptose.
Expression unique de Syk dans les cellules
tumorales.

Inhibition de Syk induit 1’apoptose.
Surexpression de Syk dans les tumeurs.
Inhibition de Syk induit 1’apoptose.

Syk stimule la motilité et I’invasion
cellulaires.

Expression de Syk corrélée avec le
papillomavirus

Syk stimule la prolifération et la migration
cellulaires.

Inhibition de Syk réduit la croissance
tumorale.

Activation constitutive de Syk.
Inhibition de Syk induit 1’apoptose.

Syk favorise la migration et I’invasion
cellulaires.

Inhibition de Syk diminue I’apparition de
métastases.

7.2. Suppresseur de tumeur

(Fotheringham et
al., 2012)

(Katz et al., 2010)
(Singh et al., 2009)

(Zhang et al.,
2012)

(Udyavar et al.,
2013)

(Luangdilok et al.,
2007)
(Black et al., 2020)

(Moncayo et al.,
2018)

(Sun et al., 2019)
(Sunetal., 2017)

(Ghotra et al.,
2015)

Syk a été initialement décrite comme un suppresseur de tumeur dans les carcinomes
mammaires invasifs. L’analyse de ces cellules tumorales montre que son expression est plus
faible que dans des cellules normales avec une expression de Syk inversement corrélée a
I’invasion des cellules du cancer du sein. Son expression ectopique réduit la croissance tumorale
et la formation de métastase (Coopman et al., 2000). La perte de Syk est progressive au cours
du développement tumoral, allant d’un faible niveau d’expression dans le carcinome canalaire
in situ a une compleéte disparition dans le cancer du sein le plus invasif (Blancato et al., 2014;
Moroni et al., 2004). Des études phospho-protéomiques montrent que Syk agit directement sur
des effecteurs des voies de signalisation qui régulent 1’adhérence cellulaire et la motilité des
cellules du cancer du sein. En effet, elle contrdle 1’axe de signalisation Syk-Src-Cortactine qui
est impliqué dans la formation des jonctions cellulaires suite a la phosphorylation directe de la
Cortactine sur son résidu tyrosine 334 par Src. Par ailleurs, Syk phosphoryle I’Ezrine sur le

résidu tyrosine 424 a la membrane plasmiques des cellules cancereuses et regule ainsi leur
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motilité (Naldi et al., 2017). En revanche, dans les lymphocytes B, cette phosphorylation
s’effectue sur le résidu tyrosine 353 de I’Ezrine et active les voies de signalisation JNK ou
PI3K /AKT au cours de I’activation des lymphocytes B (Parameswaran et al., 2013). Ainsi, la
phosphorylation de certains effecteurs par Syk pourrait induire des cascades de signalisation
differentes en fonction du type cellulaire dans lequel elle est exprimée. Ces régulations

moléculaires pourraient expliquer les fonctions parfois opposées de Syk dans les cancers.

L'expression de Syk est non seulement inversement corrélée a la gravité du cancer du
sein mais également a celles d'autres tumeurs derivees de cellules épithéliales, telles que les
cancers de la vessie (Kunze et al., 2006), colorectal (Yang et al., 2013), gastrique (Nakashima
et al., 2006), de I’ovaire (Lowe et al., 2004), nasopharyngien (Jin et al., 2012), pancréatique
(Layton et al., 2009), hépatique (Yuan et al., 2006) et le mélanome (Bailet et al., 2009) (Tableau
4). De maniere étonnante, Syk pourrait aussi jouer un réle anti-tumoral dans le systéeme
hématopoiétique. A I’opposé de la LLC, ’extinction de Syk favorise le développement de la
leucémie aiglie lymphoblastique des cellules pro-B. Ainsi la réduction de I’expression de Syk
provoque un arrét de la maturation des cellules B au stade pro-B (Goodman et al., 2001).
L’expression de Syk dans ces leucémies est donc corrélée a un meilleur pronostic de survie des
patients.

Du point de vue des mecanismes mis en jeu, la diminution des niveaux d'expression de Syk
observée dans ces cellules cancéreuses résulte probablement d’une hyperméthylation de son
promoteur (Yuan et al., 2001). De plus, la perte de localisation nucléaire de Syk est
probablement due a un épissage alternatif conduisant a I'expression de I'isoforme Syk-B, qui
est essentiellement localisée dans le cytoplasme. L’expression différentielle des deux isoformes

de Syk dans les cancers rajoute un degré de complexité aux études menées sur Syk.

Tableau 4: Syk un suppresseur de tumeurs (Krisenko et Geahlen,2015)

Type du cancer Observations Références

Leucémie aigie L'extinction de Syk aggrave la leucémie. (Goodman et al.,

lymphoblastique 2001)

des cellules pro-B

(Pro-LAL-B)

Cancer du sein Diminution de I’expression de Syk est (Blancato et al.,
corréelée a l'invasion et la progression 2014; Coopman et
tumorales. al., 2000)
Inhibition de 1’expression due a une (Moroni et al., 2004)

méthylation du promoteur et perte allélique. @ (Sung et al., 2009;
Toyama et al., 2003)
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Cancer du pancréas

Cancer de la vessie

Cancer colorectal

Mélanome

Cancer gastrique

Cancer
nasopharyngien
Carcinome
hépatocellulaire
(HCC)

Cancer de I'ovaire

La ré-expression de Syk inhibe la migration
et les métastases.
L'extinction de Syk induit 'EMT.

Perte de Syk dans les cellules tumorales
faiblement différenciées.

L'extinction de Syk induit 'EMT.
Expression de Syk diminuée, extinction
épigénétique.

Extinction épigénétique de Syk.

La ré-expression de Syk réduit la migration
et I'invasion cellulaires.

Expression de Syk diminuée, extinction
épigénétique.

La ré-expression de Syk réduit la migration
et I'invasion cellulaires.

La ré-expression dans les lignées induit la
sénescence.

Expression de SYK diminuée, extinction
épigénétique.

Changement dans la localisation nucléaire.
Expression de SYK diminuée, extinction
épigénétique.

Extinction épigénétique de Syk.

La ré-expression de Syk réduit la migration
et I'invasion cellulaires.

L’interaction avec et la phosphorylation par
CHKZ1 induit la dégradation de Syk.
Ré-expression de Syk réduit la migration et
I'invasion cellulaires.

Expression de Syk(S) favorise 1’apparition de

métastases.

Syk (L) favorise la survie cellulaire alors que

I’expression de Syk (S) induit I'apoptose.
Syk régule la motilité et I’invasion des
cellules via la phosphorylation de la
cortactine.

Syk participe a la progression tumorale.

(Layton et al., 2009)

(Kunze et al., 2006)

(Yang et al., 2013)
(Dasgupta et al.,
2017)

(Bailet et al., 2009)
(Hoeller et al., 2005)
(Muthusamy et al.,
2006)

(Nakashima et al.,
2006)

(Wang et al., 2004)
(Jinetal., 2012)

(Yuan et al., 2006)
(Hong et al., 2012;
Hong et al., 2014)

(Lowe et al., 2004)
(Yuetal., 2019;
Zhang et al., 2019)
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8. Le rdle de Syk au niveau des jonctions intercellulaires et de la Transition
Epithelio-Mésenchymateuse (TEM)

Les voies de signalisation par lesquelles Syk exerce ses effets anti-prolifératifs et anti-
invasifs dans les cellules épithéliales restent a ce jour largement inconnues. En effet, il semble
qu’elles impliquent des effecteurs différents de ceux décrits dans les cellules hématopoiétiques.
Une approche de phospho-protéomique sur des lignées cellulaires mammaires a identifié des
substrats potentiels de Syk impliqués dans I'adhérence cellule-cellule (E-Cadhérine, o-
Caténine) et la polarité épithéliale (occludine, ZO3, claudin3). De plus, Syk, qui est localisée
au niveau des contacts intercellulaires, phosphoryle la E-cadhérine et cette phosphorylation
semble étre importante pour la localisation de la p120-caténine aux jonctions adhérentes (Larive
et al., 2009; Nelson et al., 2013).

Syk s’associe également a la protéine d’adhérence cellulaire, la Cortactine, et catalyse
sa phosphorylation. L’expression de Syk dans les carcinomes mammaires inhibe la motilité
cellulaire en favorisant la formation d’amas cellulaires par 1’amélioration des contacts cellule-
cellule suite a la redistribution des molécules d’adhésions (Zhang et al., 2009a). Par ailleurs, la
phosphorylation du complexe E-Cadhérine/ Caténine (a, ) par Syk stabilise le complexe au
niveau des jonctions cellulaires et favorise I’intégrité épithéliale via I’inhibition de la migration
et I’invasion des cellules de carcinome mammaire. Ceci suggére que Syk régule négativement
la TEM dans les carcinomes mammaires. De méme, le KO conditionnel de Syk au niveau des
glandes mammaires de souris perturbe la localisation de la E-cadhérine au niveau des jonctions
cellulaires (Kassouf et al., 2019).

L’ensemble de ces résultats illustre une implication importante de 1’interaction de Syk avec le
couple E-Cadheérine/ B-Caténine dans le maintien de ’intégrité épithéliale des cellules en

empéchant la TEM et la progression tumorale dans les carcinomes mammaires.
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I11. B-caténine : une protéine multifonctionnelle
1. Genéralités

La voie Wnt/B-caténine est une des voies de signalisation tres conservées dans le régne
animal. La B-caténine est un acteur fondamental de cette voie qui joue des réles cruciaux au
cours du développement embryonnaire et dans le contréle de la prolifération et de I’homéostasie
tissulaire. Le gene Ctnnbl codant la B-caténine est situé au niveau du locus 3p22.1 du
chromosome 3 chez ’homme. La -caténine, dont 1’expression est ubiquitaire, a été découverte
pour la premiere fois chez la Drosophile sous le nom Armadillo au cours d’une recherche de
protéines impliquées dans le développement embryonnaire. Ultérieurement, une seconde étude
a identifié trois protéines qui ont la capacité de s’associer aux cadhérines et qui participent a la
formation des jonctions intercellulaires (Ozawa et al., 1989). Ces trois protéines constituent la
famille des caténines (o, B et y) et forment un point d’ancrage des cadhérines au cytosquelette
d’actine dans plusieurs types cellulaires. La B-caténine chez ’homme qui montre 70%
d’homologie avec la protéine Armadillo de Drosophille a une séquence trés conservée entre les
especes. Les domaines structuraux de la B-caténine lui conferent une double fonction : elle est
a la fois impliquée dans la formation des jonctions d’adhérences entre les cellules et dans la

régulation de la signalisation cellulaire et I’expression des genes.

L’importance cruciale de I’expression de la B-caténine au cours du développement
embryonnaire a clairement été démontrée dans les modéles murins. En effet, son inactivation
entraine une létalité embryonnaire au septieme jour post-coitum. Les embryons de souris KO
pour la B-caténine présentent un défaut de formation de 1’axe antéro-postérieur au jour
embryonnaire 5,5 (Behrens, 2000; Haegel et al., 1995)

2. Structure

La B-caténine (781aa ~ 88KDa) possede trois domaines clés qui régulent aussi bien sa

localisation que ses fonctions. Le domaine central (résidus 138 a 664) est constitué de la

Armadillo

AN e,

N-terminal Hélice C
[of

781

Figure 15: Structure de la 8-caténine. Le domaine central est formé de 12 répétitions Armadillo.
Chacune représente la liaison de trois hélices organisées en triangle. Le domaine Armadillo est
limité par un domaine N-terminal et un domaine C-terminal comprenant une hélice C (Adapté
de Xing Y et al,2008).
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répetition de 12 domaines Armadillo (ARM). Chague domaine ARM est formé de trois hélices
arrangées en triangle, assurant des interactions protéines-protéines. Cette région centrale est
limitée par un domaine N-terminal (NTD : résidus 1 & 137) qui participe a réguler aussi bien la
dégradation que la stabilisation de la protéine et un domaine C-terminal (CTD : résidus 665 a
781) impliqué dans la transactivation requise pour 1’activation de 1’expression des génes cibles
(Figure 15).

Dans le domaine CTD proche de la derniere répétition Armadillo se trouve une Hélice C
(résidus 667 a 683) hautement conservee entre les membres de la famille caténine. Elle est
impliquée dans les interactions avec certains co-facteurs de transcriptions comme TCF/LEF et
Foxo ( Voir paragraphe voie de signalisation Wnt) (Xing et al., 2008).

Les domaines NTD et CTD mais surtout le domaine central de la -caténine forment une
plateforme d’interaction avec de nombreux partenaires. Ces interactions sont spécifiques mais
peuvent différer suivant les compartiments cellulaires et participent aux fonctions structurales

et transcriptionnelles de la B-caténine.

3. La B-caténine et I’adhérence cellulaire

Au niveau de la membrane, la B-caténine est une protéine structurante des jonctions
d’adhérences. Ce type de jonction est essentiel a 1’organisation d’un tissu ou d’un organe. Les
jonctions d’adhérences cellules-cellules sont assurées au niveau de la membrane par la famille
des cadhérines. Ces dernicres sont des glycoprotéines transmembranaires qui s’engagent dans
des interactions homotypiques dépendantes du calcium. Elles forment un homodimeére via leurs
régions extracellulaires et interagissent avec la 3-caténine via leurs extrémités cytoplasmiques.
Cette liaison s’effectue également, indépendamment de 1’adhérence, dans des cellules isolées
(Stepniak et al., 2009). La B-caténine, quant a elle, interagit avec la E-cadhérine via ses
domaines Armadillo. Le deuxiéme membre de la famille des caténines, 1’a-caténine, est un
autre élément essentiel des jonctions d’adhérences et interagit avec la B-caténine via le domaine
NTD. Ce complexe tripartite membranaire constitue 1’unité structurale des jonctions (Figure
16).

E-cadherine

a-Catenine

v —— N NN e —

Figure 16: Partenaires de la 8-caténine au niveau des jonctions d’adhérences.

La B-caténine protége la E-cadhérine de la dégradation par le protéasome via sa liaison qui

masque un motif PEST reconnu normalement par les ubiquitines ligases (Hinck et al., 1994).
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Réciproquement, son association avec la E-cadhérine empéche I’action d’un complexe de
destruction stabilisant ainsi son taux cytoplasmique/membranaire (Huber et al., 2001).

La liaison avec 1’a-caténine stabilise le complexe B-caténine / E-cadhérine au niveau des
jonctions et en interagissant également avec I'actine qui module la dynamique de la membrane
plasmique (Benjamin et al., 2010).

Cette triple interaction joue un rdle central dans I’organisation structurale et fonctionnelle des
contacts cellule-cellule. Ces jonctions cadhérines—caténines sont des complexes moléculaires
tres dynamiques. La perte d'adhérence cellulaire médiée par le clivage des cadhérines peut
favoriser la libération de la B-caténine et active ses autres fonctions. En revanche, la cadhérine
peut agir comme un piége a la membrane pour la fraction de la B-caténine libre (Heuberger and
Birchmeier, 2010). Plusieurs protéases peuvent cliver le domaine intracellulaire des cadhérines
et ainsi affecter I'intégrité des jonctions adhérentes et par voie de conséquence les activités de
la B-caténine.

Différentes modifications post-traductionnelles des différents partenaires participent a la
stabilité de ces jonctions en jouant sur leurs dégradations et leurs interactions. Certaines de ces
modifications, et principalement des phosphorylations, seront présentées dans le paragraphe

décrivant les modifications post-traductionnelles.

4. La voie de signalisation Wnt/p-caténine

La B-caténine est I’effecteur principal de cette voie jouant un réle régulateur de la
transcription de différents génes et les ligands Wnt sont des glycoprotéines secrétées agissant
de maniére autocrine ou paracrine. Cette voie de signalisation participe au contrdle de
nombreuses fonctions cellulaires au cours du développement embryonnaire et adulte (Clevers,
2006).

En absence de stimulation par Wnt, la B-caténine se trouve essentiellement au niveau
des jonctions d’adhérences associée aux cadhérines. La fraction cytoplasmique de la B-caténine
est essentiellement dégradée par un complexe de destruction/dégradation constitué des
protéines suivantes : Axine, Caseine kinase 1 (CK1), Adenomatous polyposis coli protein
(APC) et Glycogen synthase kinase 3  (GSK3) (Figure 17).
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Figure 17: Interaction de la 8-caténine avec les protéines du complexe de destruction.

Les kinases CK1 et GSK3f phosphorylent respectivement la 3-caténine sur des résidus serines
et thréonines présentes dans I’extrémité N-terminale (Ser33, Ser37, Thr41 et Ser45) (Liu et al.,
2002). Ces phosphorylations permettent le recrutement de I’ubiquitine ligase B-TrCP (j3-
tranducin repeats-containing protein) entrainant la dégradation de la P-caténine par le
protéasome (Wu et al., 2003). Dans ces conditions, I’expression des génes régulée par la B-
caténine et son co-facteur TCF/LEF est maintenue inactive par le répresseur Groucho et les
histones désacétylases (HDAC) (Cavallo et al., 1998; Song et al., 2004) (Figure 19, a gauche).

Les facteurs de transcription de la famille TCF/LEF sont des facteurs de transcription
de type HMG (high mobility group). Cette famille est composée de quatre membres : LEF-1,
TCF-1, TCF-3 et TCF-4 qui partagent un domaine de fixation a I’ADN similaire. Comme ces
facteurs ne possédent pas de domaine d’activation transcriptionnelle propre, ils s’associent avec
des activateurs pour pouvoir exercer leurs fonctions (Archbold et al., 2012).

—— T[T H—:

TCHLEF
FOXO

— Bcld HATs

Figure 18: Interaction de la 8-caténine avec les facteurs de transcription (TCF/LEF et Foxo)
et les co-activateurs Bcl9 et HATs.

La fixation du ligand Wnt sur son récepteur membranaire LRP5/6 — Frizzled (Fz) induit le
recrutement a la membrane des protéines du complexe de destruction ainsi que la protéine
Dishevelled (Dvl). Dvl phosphoryle alors la GSK3p ce qui la rend inactive et n’est donc plus
capable de phosphoryler la B-caténine. Cette inhibition entraine la stabilisation et
I’accumulation de la B-caténine nouvellement synthétisée dans le cytoplasme.

Une fraction du pool de B-caténine stabilisée se transloque ensuite dans le noyau ou elle
interagit avec le facteur de transcription TCF/LEF. Cette interaction permet le recrutement des
co-activateurs comme Bcl9, Pygopus et les Histones Acetyl Transférases (HATSs)(Saito-Diaz et
al., 2013)(Figure 18). L’ensemble de ces protéines contribue alors au recrutement de la
machinerie de transcription et a I’expression des génes cibles de la voie Wnt/B-caténine (Figure

19, a droite).
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Wnt OFF Wnt ON

Complexe de
destruction

Figure 19: La voie de signalisation Wnt/B-caténine. En I’absence de signal Wnt, I'excés de 8-
caténine cytoplasmique est dégradé par le protéasome. En présence de ligand de la famille
Whnt, le complexe récepteur-corécepteur (Frizzled-LRP), recrute a la membrane plasmique le
complexe de destruction. La B-caténine est donc stabilisée et I'excés cytoplasmique peut
maintenant étre transporté vers le noyau et s’associer aux facteurs de transcription de la
famille LEF/TCF permettant I’activation transcriptionnelle de géenes cibles.

5. Les genes cibles de la p-caténine

La B-caténine joue le role d’un cofacteur de transcription en se liant a des facteurs de
transcription qui régulent plusieurs fonctions cellulaires. Le paragraphe qui suit aborde les deux
premiers genes cibles CCNDL1 et c-Myc identifiés chez 1’homme ainsi que le géne le plus connu
I’axine, les autres génes régulés sont classifiés dans le tableau 5 ci-dessous en fonction de leurs
implications cellulaires.

Le géne CCND1 code la protéine Cycline D1 impliquée dans la régulation du cycle cellulaire.
Le role central de la Cycline D1 est la régulation de la transition de la phase G1 vers la phase S
via la formation d’un complexe avec CDK4 et CDK6 (Cyclin Dependent Kinase). L’expression
de Cycline D1 est régulée par le couple TCF / B-caténine. Il a été en effet démontré que
I’expression d’un dominant négatif de TCF inhibe I’expression de Cycline D1 et induit I’arrét
du cycle cellulaire dans la phase G1 (Tetsu and McCormick, 1999). Le proto-oncogéne c-Myc

a eté identifié comme géne cible de la voie Wnt / B-caténine lors d’un criblage de génes dans
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des cellules de cancer colorectal (HT29) exprimant une forme de APC mutée. Ces cellules

présentent une forte expression de c-Myc et la restauration de 1’expression de I’APC sauvage

diminue drastiquement cette surexpression et induit I’apoptose des cellules. La mutation APC

stabilise la B-caténine et favorise son activité transcriptionnelle. L’analyse du promoteur de c-

Myc a révélé deux sites de fixation du couple TCF4 / B-caténine confirmant la régulation

transcriptionnelle de son expression par la voie Wnt / B-caténine (He et al., 1998).

Tableau 5: Les génes cibles de la voie Wnt/B-caténine.

c-Myc, EGFR, Cycle cellulaire ;
CCND1 prolifération
LEF1, TCF1 Facteur de transcription

VEGF, MMP7, Angiogenése, migration

MMP14, uPAR,

CD44,

Fibronecine

Lgr5 Marqueur de cellules souches
adultes

Axin2, B-TrCP, Régulation négative de la

Dickkopf voie Wnt

Survivin Apoptose

ID2, ITF2, Met Différenciation cellulaire

Wnt3a, Frizzled Signalisation Wnt

Sox9, Sox17, Oct4, Developpement

Nanog embryonnaire

c-jun, Jagged-1 Signalisation

Nr-CAM, Adhésion cellulaire
Claudin-1, E-

cadhérine

RankL, Differenciation des

Ostéoprotegerine, | ostéoclastes

(He et al, 1998), (Tetsu and
McCormick, 1999),(Tan et al., 2005)
(Roose et al., 1999),(Hovanes et al.,
2001)

(Mann et al., 1999),(Brabletz et al.,
1999; ten Berge et al., 2008; Wielenga
et al., 1999; Zhang et al., 2001b)

(Barker et al., 2007)

(Lustig et al., 2002; Niida et al., 2004;
Spiegelman et al., 2000)

(Zhang et al., 2001a)

(Boon et al., 2002; Kolligs et al., 2002;
Rockman et al., 2001)

(Willert et al., 2002; Zhang et al.,
2009b)

(Blache et al., 2004; Cole et al., 2008;
Du et al., 2009b)

(Mannetal., 1999; Rodilla et al., 2009)
(Conacci-Sorrell et al., 2002; Miwa et
al., 2001; ten Berge et al., 2008)

(Glass et al., 2005; Spencer et al.,
2006)
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Il est & noter que ’activation de la voie Wnt peut également aboutir a la régulation de génes
sans faire intervenir la B-caténine. Cette derniére peut également participer a 1’activation de

genes indépendamment de I’activation par Wnt.

6. Activite transcriptionnelle Wnt indépendante

Bien qu’historiquement identifiée dans la voie canonique de signalisation Wnt, la -
caténine est également impliquée dans d’autres voies de signalisations (Felix JB 2015). De ce
fait, I’interaction avec le facteur TCF/LEF n’est pas exclusive, la -caténine peut donc interagir
avec d’autres facteurs de transcriptions notamment le facteur de transcription Foxo. La
formation du couple Foxo / B-caténine est favorisée par les espéces réactives de 1’oxygéne
(ROS). Cette association diminue I’interaction -caténine / TCF et induit I’expression des génes
cibles de Foxo impliqués a la fois dans la régulation du cycle cellulaire, le développement
osseux (Essers et al., 2005; Hoogeboom and Burgering, 2009; Valenta et al., 2012).

Par ailleurs, au cours du développement, la -caténine interagit avec le facteur de transcription

Oct4 participant ainsi 1’expression des genes Sox17 et Foxa2, impliqués dans la formation de

I’endoderme (Ying et al., 2015).

Les protéines (ou facteurs de transcriptions) SMAD sont également des partenaires
potentiels de la B-caténine. En effet, la voie Wnt et la voie des SMADs coopérent afin d’induire
la transcription des genes impliqués dans le développement. A titre d’exemple, dans des cellules
épithéliales tubulaires rénales, SMAD3 interagit avec la B-caténine et augmente a la fois sa
translocation nucléaire et son activité transcriptionnelle. De plus, la stimulation de récepteur
TGFpB-R conduit a I’interaction de la B-caténine avec Smadl/Smad4. L’ensemble forme alors
un complexe transcriptionnel qui contréle notamment 1’expression de c-myc et régule la
prolifération et la différenciation de cellules épithéliales rénales (Hu and Rosenblum, 2005;
Luo, 2017).

La B-caténine coopére également avec le facteur clé de la voie Hippo impliqué dans la
régulation de la taille des organes au cours du développement. En effet, la f-caténine nucléaire
forme un complexe transcriptionnel avec Yap et contrdle la taille du cceur en régulant la

prolifération des cardiomyocytes (Heallen et al., 2011; Li et al., 2019).

Dans des conditions hypoxiques, la B-caténine s’associe avec HIF1a conduisant a 1’activation

de la transcription des génes cibles de HIF1a comme VEGF. D’ailleurs, la formation du couple
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HIFla / B-caténine rentre en compétition avec celle du complexe TCF/LEF-B-caténine. Il est
intéressant de noter que la phosphorylation de la Tyr 654 de la B-caténine favoriserait son
interaction avec HIF1a indiquant I’importance des MPTs dans la spécificité de 1’interaction

protéine-protéine (Kaidi et al., 2007; Xi et al., 2013).

La B-caténine peut étre a la fois activateur ou répresseur de la transcription, notamment dans le
contexte de I’inflammation. En effet, I’interaction avec le facteur de transcription NFkB permet
le recrutement soit d’un co-activateur (comme CBP/P300) ou bien de co-répresseurs (comme
Groucho). Le choix entre activation et répression s’effectue en fonction du signal re¢u mais

également du type cellulaire (Ma and Hottiger, 2016).

L’ensemble des fonctions décrites précédemment peut étre régulé via des MPTs de la B-

caténine. Ces derniéres modulent sa conformation et son affinité pour ses différents partenaires.

7. Modifications post-traductionnelles : impact sur la localisation et les fonctions

La B-caténine contient de nombreux résidus qui sont modifiés post-traductionnellement.
Ces modifications sont assurées par des kinases, ubiquitine ligases, phosphatases ou
acétyltransférases et permettent a la [-caténine de participer a la régulation de plusieurs
mécanismes cellulaires dans les différents compartiments de la cellule. Une partie de ces

modifications est présentée dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6: les modifications post-traductionnelles de la 8-caténine. Adapté de Valenta et al.,
2012.

Modification i Fonction Localisation  Reférence
‘Ser/Thr  Ser33, GSK3 Dégradation Cytoplasme  (Liuetal,
phosphorylation Ser37 1999;
Winston et al.,
1999)
Thr4l  GSK3 Dégradation Cytoplasme (Wu and He,
2006)
Ser45  CK1 Dégradation Cytoplasme (Liu et al.,
2002)
Ser23, CKz2 Stabilisation Cytoplasme (van Noort et
Ser29 al., 2002)
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Tyr
phosphorylation

Ubiquitinylatio

n

Acétylation

Ser/Thr
phosphorylation

Thr112

Thr120

Tyr30

Tyr86

Lys19

Lys49

Ser191

Ser246

Thr393

Ser552

Ser605

CK2

PKD1

SYK

Bcr-Abl,
Abl

SCF
ubiquitin
e ligase
CBP

JNK?2

Cdk5

CK2

Akt,

PKA
JNK?2

Adhérence,
recrute I'a-
caténine
Inhibition de la
signalisation
par
I'immobilisatio
n de la caténine
au niveau du
golgi

Pas encore
défini
Signalisation,
stabilisation

Dégradation

Signalisation,
activation de la
transcription de
c-myc
Translocation
nucléaire
Inhibe la
liaison a I'APC
Signalisation,
stabilisation

Signalisation

Translocation

nucléaire

Membrane

Cytoplasme

Cytoplasme

Cytoplasme

Cytoplasme

Cytoplasme

Noyau

Cytoplasme

Cytoplasme

Cytoplasme

Noyau

(Bek and

Kemler, 2002)

(Du et al,
2009a; Du et
al., 2012)

(Kassouf et
al., 2019)
(Coluccia et
al., 2007)
(Wu et al,
2003)

(Wolf et al.,
2002)

(Wu et al,
2008)
(Mufioz et al.,
2007)
(Song et al.,
2003)
(Fang et al.,
2007)
(Wu et al,
2008)
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Tyr
phosphorylation

Acétylation

Ser675

Tyr142

Tyr333

Tyr489

Tyr654

Lys345

Tyr675

PKA

Fer/Fyn,
Met
Syk

Src

Abl

Met,

Src,
Ber-Abl,
Abl

p300

PKA
PAK

Signalisation,
favorise la
liaison de CBP
Signalisation,
diminue la
liaison de l'a-
caténine

régulation de la
division
cellulaire
Signalisation,
fonction
nucleaire
indépendante
de Wnt
Signalisation,
perturbe la
liaison des N-
cadhérines
Signalisation,
diminue la
liaison des

cadhérines

Signalisation,
augmente  la
liaison au TCF
Signalisation,
liaison au CBP.
Stabilisation et

transcription

Cytoplasme

Membrane,
cytoplasme
Noyau

Centrosome

Noyau

Cytoplasme

Cytoplasme

Noyau

Cytoplasme
Noyau

(Fang et al.,
2007;
Veelen et al.,
2011)
(Brembeck et
al., 2004,
Bustos et al.,
2006)
(Bhardwaj et
al., 2018)

van

(Yang et al.,
2011)

(Rhee et al.,
2007)

(Coluccia et

al., 2007,
Huber and
Weis, 2001;
van Veelen et
al., 2011)
(Lévy et al.,
2004)

(van Veelen et
al., 2011)
(Fang et al.,
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2007; Zhu et

al., 2012)
Ubiquitinylatio  Lys666 Siah-1 Dégradation Cytoplasme (Dimitrova et
n , al., 2010)
Lys671

7.1. Influence sur ’adhérence cellulaire

L’adhérence cellulaire est régulée particulierement par le complexe cadhérine/caténine.
La phosphorylation de la Tyr142 par les kinases Fer/Fyn ou par le récepteur tyrosine kinase c-
Met entraine la diminution de l’interaction avec 1’a-caténine, léve I’interaction avec la
cadhérine et par conséquent réduit 1’adhérence cellulaire. La libération de la B-caténine des
jonctions augmente son niveau cytoplasmique et sa participation a d’autres processus cellulaires
notamment la transcription. La phosphorylation de la Tyr654 par les kinases Src, Met ou Bcr-
Abl abolit également I’interaction avec les E-cadhérines et permet d’activer la -caténine. Cette
phosphorylation peut également permettre 1’interaction avec le facteur hypoxique HIFla et
induire la transcription de ses genes cibles (Xi et al., 2013).

Alors que la majorité de la B-caténine se trouve aux sites de contact cellule-cellule au niveau
des membranes, un pool cytoplasmique de B-caténine existe également indépendamment des

jonctions adhérentes ; la il participe a la signalisation cellulaire.

7.2. Modification du pool cytoplasmique

Le pool cytoplasmique de B-caténine est tres contrdlé par les mécanismes de dégradation
ou de stabilisation via la phosphorylation de divers résidus. Lorsque la B-caténine libre dans le
cytoplasme est d’abord phosphorylée par CK1 sur la Ser45 puis phosphorylée par la GSK3f3
sur les résidus Ser33/Ser37/Thr4l, elle est alors reconnue par le complexe de destruction
(Heuberger and Birchmeier, 2010). Les sérines/thréonines phosphatases telles que PP2A
déphosphorylent ces formes phosphorylées de la p-caténine (Ser45, Ser33/Ser37/Thr41) non
associées a la protéine APC, favorisant ainsi sa stabilisation (Su et al., 2008).

En plus de I’action des phosphatases, la phosphorylation sur la Tyr86 par la kinase Bcr-
ADbl permet d’inhiber la phosphorylation des résidus Ser33, Ser37 et Thr41 par la GSK3 et
donc la dégradation de la B-caténine (Coluccia et al., 2007). D’autres part, la phosphorylation
de la Thr393 par la CK2 déstabilise 1’association de la B-caténine avec I’ Axin dans le complexe
de destruction (Wu et al., 2009), tandis que la phosphorylation de la Ser552 par AKT (PKB)
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facilite la libération de la B-caténine depuis les jonctions vers le noyau. Elle favorise également
I’association avec la protéine 14-3-3( et la stabilisation ultérieure de la B-caténine (Fang et al.,
2007). La kinase PAK1 (p21-activated kinase 1) participe également a la stabilisation de la f3-
caténine en phosphorylant la Ser675 ce qui diminue la capacité d’ubiquitination par la protéine
B-TrCP (Zhu et al., 2012). La protéine Siah-1 quant a elle permet I’ajout direct de chaines
d’ubiquitines sur les Lys666/671 de la PB-caténine indépendamment de la présence de
phosphorylations (Dimitrova et al., 2010).

Le role de la B-caténine dans la signalisation depend ainsi partiellement de son accumulation
nucléaire. La régulation de sa distribution nucléocytoplasmique participe donc a contréler ses

fonctions de signalisation.

7.3. Modification du pool nucléaire et du transport nucléocytoplasmique

Comme la B-caténine ne dispose pas d’une séquence de localisation nucléaire (NLS)
(Fagotto, 2013), le domaine Armadillo (ARM) trées proche structurellement du domaine HEAT
de la famille des a/B-importines pourrait assurer cette fonction. La p-caténine rentrerait donc
en compétition avec les importines pour la liaison au nucléoporines (Nup) afin d’atteindre le
noyau. Cependant, cette translocation nucléaire pourrait aussi impliquer d’autres mécanismes
moléculaires dont I’interaction avec les transporteurs de types petites GTPases, des facteurs de
transcriptions ou par certaines modifications post-traductionnelles. La figure 20 résume

I’ensemble des processus qui régulent la localisation nucléaire de la B-caténine.
/ o \
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Figure 20: Facteurs impliqués dans la localisation nucléaire de la 8-caténine.
Représentation schématique des principaux mécanismes cellulaires qui régulent la
localisation nucléaire de la B-caténine. Nup : nucléoporine, B6-cat : B-caténine, P :
phosphorylation. (Adapté de Rhys et al., 2014)

57



7.3.1. Les petites GTPases et le transport vers le noyau

La translocation nucléaire de la -caténine pourrait faire intervenir des mecanismes
énergétiques nécessitant une hydrolyse d’ATP/GTP. La déplétion de I’ATP/GTP ou
I’utilisation d’un analogue de GTP non hydrolysable inhibe I’import nucléaire de la B-caténine.
démontrant I’importance des GTPases dans son transport nucléaire (Fagotto, 2013). Une étude
récente a montré d’ailleurs que le facteur d’échange nucléotidique RapGEF5 régule la
translocation nucléaire de la B-caténine. En effet, cette derniére interagit avec la forme RapGTP
et la déplétion de RapGEF5 diminue drastiquement sa localisation nucléaire et son activité
transcriptionnelle dans des embryons de Xenope ou des fibroblastes embryonnaires de souris
(Griffin et al., 2018).
L’accumulation nucléaire de la B-caténine en réponse a une stimulation Wnt dépend également
de T’activation de la petite GTPase Racl. Racl appartient a la famille Rho qui régule le
réarrangement du cytosquelette d’actine. La stimulation Wnt active la kinase JNK2, via Racl,
qui a son tour phosphoryle la B-caténine sur les Ser191 et Ser605 favorisant sa translocation
nucléaire. La mutation de ces résidus affecte significativement 1'accumulation nucléaire de -
caténine induite par Wnt (Jamieson et al., 2015). D’ailleurs, 1’invalidation de Racl ou de -
caténine dans I'ectoderme des embryons de souris aboutit a la perturbation de la signalisation
Wnt et donc a un arrét précoce du développement. Racl interagit également avec la B-caténine
et régule sa translocation nucléaire pour controler la croissance cellulaire (Wu et al., 2008). Ces
données nous permettent de souligner I’importance cruciale de ces deux partenaires dans la

signalisation cellulaire au cours du développement embryonnaire.

7.3.2. Les facteurs de transcriptions et la localisation nucléaire de la B-caténine

Le facteur de transcription Forkhead-box (FoxM1) régule 1’expression de certains genes
impliqués dans le cycle cellulaire, la prolifération et la réparation des dommages a I’ADN. La
séquence NLS de FoxML1 facilite sa libre circulation entre le cytoplasme et le noyau. En
interagissant avec FoxMI1, la B-caténine transite facilement vers le noyau. Les cellules
dépourvues de FoxM1 se caractérisent d’ailleurs par une faible localisation nucléaire de la B-
caténine associée a une diminution de 1’expression des génes cibles (Zhang et al., 2011).
Une fois dans le noyau, le facteur de transcription LEF/TCF est souvent considéré comme le
partenaire principal de la B-caténine. Ce complexe régule en effet une grande majorité de génes
contrdlés par la voie de signalisation Wnt/ 3-caténine. De fait, la surexpression des facteurs de
transcriptions LEF/TCF conduit a I'accumulation de la B-caténine dans le noyau favorisant sa

translocation et sa séquestration nucléaire (Behrens et al., 1996). Pour autant, une accumulation
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nucléaire de la B-caténine est également identifiable dans des cellules qui expriment un faible
niveau de LEF/TCF (Simcha et al., 1998).
Il est a souligner que d’autres mécanismes indépendants de I’interaction avec ces FTs ont été
décrit faisant intervenir des MPTs susceptibles de réguler la localisation nucléaire de la B-
caténine.
7.3.3. Les modifications post-traductionnelles MPTs et la translocation nucléaire de la B-caténine
En plus des résidus Ser191 et Ser605 décrits précédemment, les tyrosines 86, 333 et 654
sont également impliqués dans la localisation nucléaire de la B-caténine. Ces résidus peuvent
étre phosphorylés par le récepteur EGFR apres stimulation par son ligand I’EGF. Cette
stimulation induit I’endocytose de la E-cadhérine et augmente le niveau cytoplasmique de la -
caténine phosphorylé sur les tyrosines 86, 333 et 654. Ces phosphorylations favorisent donc sa
translocation nucléaire (Valenta et al., 2012).

La kinase Src est également impliquée dans la phosphorylation de la B-caténine sur la tyrosine
333 en aval de ’EGFR. Cette phosphorylation serait essentielle a la localisation nucléaire de la
B-caténine et a son interaction avec TCF4 (TCF7L2) (Yang et al., 2011).

La phosphorylation de la tyr142 dirige la p-caténine localisee au niveau des jonctions vers les
voies de signalisation cellulaire. Cette phosphorylation régule également le transport de la B-
caténine entre le cytoplasme et le noyau. Elle favorise I’interaction de la B-caténine avec le co-
activateur de la transcription Bcl9-2 en augmentant ainsi sa localisation nucléaire pour réguler
la migration et la prolifération cellulaire (Brembeck et al., 2004; David et al., 2008; Nager et
al., 2015).

7.4. La régulation du pool centrosomique de B-caténine

Bien que les rdles de la B-caténine dans I’adhérence cellulaire et la signalisation Wnt
soient largement étudiés, les fonctions de la (-caténine au niveau des centrosomes restent
encore a éclaircir.

Il a été récemment montré que la phosphorylation du résidu tyr142 peut également étre assurée
par la tyrosine kinase Syk. Cette modification s’effectuerait spécifiquement au niveau des
centrosomes et participerait a réguler la séparation des centrioles au cours de la division
cellulaire (Bhardwaj et al., 2018; Kassouf et al., 2019).

Par ailleurs, une fraction de la 3-caténine qui a échappé a la dégradation est retrouvee au niveau
des centrosomes. Ce pool de B-caténine également phosphorylé sur les residus Ser33, Ser37,
Thr41 régule I’établissement du fuseau mitotique au cours de la division cellulaire (Chilov et

al., 2011). La sérine/thréonine kinase Nek2 participe a la stabilisation de ce pool de -caténine
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centrosomique (Bahmanyar et al., 2008). En effet, NEK2 interagit et phosphoryle la -caténine
sur les mémes sites que la GSK3p et inhibe l'interaction avec la B-TrCP ce qui bloque la
dégradation de la B-caténine par le protéasome. Elle peut donc s’accumuler au niveau des
centrosomes (Mbom et al., 2014).

Récemment, il a été montré que la phosphorylation sur la Tyr 142 par la tyrosine kinase Syk au
niveau des centrosomes participerait ainsi a la cohésion des centrosomes et I’entrée en mitose

(Bhardwaj et al., 2018; Zyss et al., 2005).
8. Implication de la B-caténine dans les cancers

8.1. p-caténine et cancer d’origine épithéliale
La dérégulation de la voie Wnt/pB-caténine favorise la transformation maligne, la
progression tumorale, la dissémination métastatique et la résistance a certaines thérapies

classiques. Des études récentes démontrent qu’une signalisation Wnt dysfonctionnelle

contribue notamment a 1’évasion tumorale conduisant a la résistance contre les thérapies
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Figure 21 : La dérégulation de la signalisation WNT dans le microenvironnement favorise la
transformation maligne et la progression de la maladie par différents mécanismes. Adapté
de (Galluzzi et al., 2019)

Progression
tumorale

immunes. Le défaut d’immunosurveillance tout comme les fonctions pro-tumorales résultent
d’une signalisation aberrante déclenchée par des mutations oncogéniques (Galluzzi et al.,
2019). Les différents mécanismes pro-tumoraux auxquels contribue la dérégulation de la

signalisation Wnt sont illustrés dans la Figure 21.

Parmi les carcinomes, trois ont été particulierement des modéles pour décrypter I’impact de la

dysfonction de la voie Wnt : le carcinome colorectal (CRC), le carcinome hépatocellulaire
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(HCC) et le cancer du sein. Plus spécifiquement dans le CRC, 80% des patients présentent une
mutation de APC. Comme cette protéine est un régulateur négatif de la B-caténine favorisant sa
dégradation, les niveaux cytoplasmiques et nucléaires de la p-caténine restent élevés et sont
géneralement corrélés a un mauvais pronostic. Ces accumulations entrainent la formation d’un
complexe stable et constitutivement actif avec le facteur de transcription TCF/LEF, induisant
ainsi I'activation des génes cibles pro-prolifératifs. L’inhibition de I’expression de la B-caténine

altére d’ailleurs la prolifération des cellules cancéreuses (Morin et al., 1997; Polakis, 2012).

Des mutations dans le géne B-caténine CTNNB1 ou les régulateurs négatifs de la voie Wnt sont
également fréquentes dans le CRC et les carcinomes mammaires. Dans la majorité des cancers,
la mutation la plus fréquente est retrouvée dans I’exon 3 codant la région N-terminale qui porte
des sites de phosphorylation des Ser/Thr (Hashimoto et al., 2017). Ces sites de phosphorylation
de la GSK3 jouent un role important dans le complexe de destruction et la régulation des

niveaux cellulaires de la B-caténine.

Des dérégulations au niveau des antagonistes de la voie/p-caténine comme DKK1, GSK3, APC,
CTNNBIP1, MCC sont décrites dans les carcinomes mammaires. Par ailleurs, une
surexpression de CTNNB1 ou des agonistes comme DVL, LEF1 et une augmentation de
I’expression des génes cibles tels que c-myc, Cyclin D1 et Axin2 sont tres frequentes dans la
pathologie (Mukherjee and Panda, 2020).

L’hétérogénéité des altérations génomiques représente une limitation aux traitements des
cancers. L’étude génomique a grande échelle de carcinomes hépatocellulaires a révéle que
parmi les genes impliqués dans la tumorigénése figurent CTNNBI1 et AXINI1. L’axinel
phosphorylée par la GSK3 favorise le rapprochement stérique de la B-caténine avec la GSK3.
La mutation de I’ Axinel dissocie le complexe de destruction formé par APC, CK1 et GSK3 ce
qui favorise 1’échappement de la B-caténine vis a vis de la dégradation. La -caténine libre dans
le cytoplasme transloque alors dans le noyau ou elle régule I’expression de génes impliqués

dans la progression tumorale et la formation de métastases (Wang et al., 2019).

8.2. Transition épithélio-mésenchymateuse et p-catenine

Nous avons précédemment évoqué le role de la B-caténine dans la formation des
jonctions d’adhérence. La modulation de 1’adhérence cellulaire dans les cancers est connue
comme la transition épithélio-mésenchymateuse EMT. Au cours de ce processus les cellules
épithéliales subissent des changements morphologiques et acquiérent un phénotype

mésenchymateux. Au cours de ’EMT, le remplacement de la E-cadhérine membranaire par la
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N-cadhérine libére la B-caténine de la membrane cellulaire. La libération de la B-caténine
conduit a une accumulation cytoplasmique et une translocation nucléaire importante
aboutissant ainsi a I’expression des geénes impliqués dans ’EMT tels que les facteurs de
transcription des familles Snail, Zeb et BHLH (Basu et al., 2018).

La famille des Snails est composée de trois membres (Snaill, Snail2/Slug et Snail3). Les deux
premiers membres participent a la répression de I’expression de la E-cadhérine (Barrallo-
Gimeno and Nieto, 2005; Conacci-Sorrell et al., 2003). L’expression de Snaill, Snail2/Slug est
régulé positivement par la B-caténine. En effet, I’inactivation de GSK3f par la voie Wnt
prévient la phosphorylation et la dégradation de Snaill, Alors que la B-caténine se fixe
directement sur le promoteur de Snail2/Slug et Zebl et augmente leur expression (Sanchez-
Tillo et al., 2011; Yook et al., 2006; Zhou et al., 2004).

Comme Snail et Zeb, Twist un membre de la famille BHLH régule directement 1’expression de
la E-cadhérine tout en induisant I’expression de la N-cadhérine et de la fibronectine et induit

ainsi ’EMT et I’invasion cellulaire (Yang et al., 2004).

8.3. p-caténine dans les cancers d’origine hématopoiétique

Comme la voie Wnt/B-caténine est indispensable au développement embryonnaire, elle
participe également a 1’hématopoiese. Elle est particulierement indispensable au contrdle du
renouvellement des cellules souches. Elle participe également au maintien du renouvellement
des cellules souches leucémiques. La voie Wnt/B-caténine est d’ailleurs majoritairement
responsable de la résistance aux inhibiteurs de tyrosines kinases (TKI) (Grassi et al., 2019). La
dérégulation de cette voie a été mise en évidence dans différentes hémopathies comme la
leucémie myéloide aigué (AML), la leucémie myéloide chronique (CML), la leucémie
lymphoide chronique (LLC), la leucémie aiglie lymphoblastique (ALL), le myélome multiple
(MM) et le lymphome a cellules du manteau (MCL). Les dysfonctionnements observés varient
selon ces pathologies et sont majoritairement dus a des mutations ou bien des expressions
aberrantes (Soares-Lima et al., 2020). Quelques exemples sont présentés dans le Tableau 4 et

dans les paragraphes suivants.

L'hyperactivation de la voie Wnt/B-caténine observée dans les deux types d’ALL (cellules B et
T) peut étre due a différents mecanismes : l'expression aberrante de protéines Wnt, des
altérations épigénétiques, des mutations activatrices de la B-caténine ou bien des mutations

inactivatrices dans les protéines APC ou I’ Axine (Chiarini et al., 2020).
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Dans I’AML, la B-caténine est fréequemment surexprimée et son expression est corrélée de
maniére inverse a la survie des patients et a une rechute (Soares-Lima et al., 2020; Ysebaert et
al., 2006). Chez plus de 10% des patients, LEF1 régule la translocation nucléaire de la B-
caténine. En effet, la déplétion de LEF1 perturbe sa localisation nucléaire et son activité
transcriptionnelle. Inversement, la surexpression de LEF1, observable également chez certains
patients, favorise a la fois la rétention nucléaire de la B-caténine et son activité transcriptionnelle
(Morgan et al., 2019).

La leucémie myéloide chronique (LMC) est notamment caractérisée par le chromosome
Philadelphie qui résulte d'une translocation réciproque générant la protéine de fusion BCR-
ABLL. L’activation de la B-caténine dans la LMC dépend principalement de mécanismes qui
empéchent sa dégradation. La protéine BCR-ABL1 phosphoryle les résidus Y86 et Y654 ce
qui inhibe le complexe de destruction et favorise la localisation nucléaire et I’activité
transcriptionnelle de la B-caténine (Coluccia et al., 2007). Sa localisation nucléaire est de plus
régulée par des partenaires et particulierement par la protéine Chibby 1 (CBY1). CBY1 interagit
avec le domaine C-term de la B-caténine bloquant ainsi la fixation des facteurs de transcription.
La diminution de I’expression de CBY1 dans la LMC, suite a une hyperméthylation de son
promoteur, entraine la rétention nucléaire de la p-caténine activée par BCR-ABLI1. A I’inverse,
I’induction de I’expression de CBY1 favorise [’exclusion nucléaire, 1’inactivation

transcriptionnelle et ’induction de I’apoptose des cellules leucémiques (Mancini et al., 2017).

Chez certains patients atteints de lymphome du manteau (LM), on observe 1’activation
constitutive de la voie canonique Wnt ce qui se traduit par ’accumulation nucléaire de la B-
caténine et le maintien de la tumorigénése (Gelebart et al., 2008). Une autre voie essentielle et
largement étudiée est celle du BCR. Il a réecemment été montré que la B-caténine peut étre
stabilisée apres stimulation du BCR et que cette stabilisation est abolie apres traitement par
I’ibrutinib, un inhibiteur de Btk. L’accumulation nucléaire de la B-caténine lui permet
d’interagir avec NF-kB et d’induire la surexpression de Wntl6, indispensable a la survie
cellulaire. La B-caténine représente ainsi un nouvel acteur dans la voie du BCR impliquée dans

la survie des cellules de MCL (Lazarian et al., 2020Db).

La survie des cellules de leucemie lymphoide chronique (LLC) est étroitement liée a la voie du
BCR mais depend également des voies Notch et Wnt (Kipps et al., 2017). La stabilisation de la
B-caténine dans les cellules de LLC est induite suite & I’activation de Notch2 dans des cellules

stromales en coculture. La survie des B-LLC est donc dépendante du microenvironnement, de
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la stabilisation de la B-caténineen aval de Wnt, mais également de Notch2 (Mangolini et al.,
2018). Par ailleurs, des mutations somatiques rares ont été identifiées sur des effecteurs de la
voie Wnt dans la LLC. Parmi elles, seules certaines de ces formes mutées contribuent a la survie
cellulaire. Ces résultats indiqueraient que méme des mutations non récurrentes peuvent

contribuer considérablement a la pathogénése (Wang et al., 2014).

Tableau 7 : Les dérégulations de la 8-caténine dans quelques cancers d'origine épithéliale.

Type du cancer Observations Références
Cancer colorectal Accumulation de B-caténine (Bourroul et al.,
(CRC) Mutation (perte de fonction APC, Axine 2016)
ou gain de fonction pour B-caténine)
Carcinome Accumulation nucléaire de B-caténine (Nhieu et al.,
hépatocellulaire Mutation dans I’exon 3 de la B-caténine 1999)
Cancer du sein Accumulation nucléaire de p-caténine (Mukherjee et al.,
Y654 2016)

Diminution de I’expression des
antagonistes (MCC :Mutated in colorectal
cancer et CTNNBIP1ou ICAT : B-catenin
interacting protein 1)

Tableau 8 : Les dérégulations de la 8-caténine dans quelques hémopathies.

Type du Cancer Observations Références

Leucémie aigiie Dérégulation de I’expression (Guo et al., 2015)

lymphoblastique (T-ALL)  des protéines de la voie Wnt/B-  (Ng et al., 2014)
caténine (Fzd, LEF1) (Giambra et al., 2015)

Augmentation de I’expression
de B-caténine et de ses genes
cibles

La déplétion de la B-caténine
altére la fréquence des CSL
(cellules souches leucémiques)

Leucémie lymphoide Surexpression de Dvl, Fzd et (Memarian et al., 2009;
chronique LLC des ligands Wnt (Wnt5a/b, Poppova et al., 2016)
Wnt3, Wnt16, Wnt10a), (Gutierrez et al., 2010)
Reéexpression de LEF1. (Wang et al., 2014)
Diminution de I’expression de (Khan et al., 2016)
DKK. (Moskalev et al., 2012)
Leucémie myéloide aigue  Augmentation de 1’expression (Simon et al., 2005a)
AML de B-caténine et LEF1. (Ysebaert et al., 2006)
Accumulation nucléaire de la p- (Morgan et al., 2013)
caténine (Morgan et al., 2019)
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Leucémie myéloide
chronique CML

Lymphome du manteau
MCL

Activation de la B-caténine en
aval de BCR-ADI.
Accumulation nucléaire de la B-
caténine.

Accumulation nucléaire de la B-
caténine.

(Coluccia et al., 2007)

(Gelebart et al., 2008)
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Objectifs de thése

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire incontrdlée. Les
altérations des fonctions cellulaires propres aux cellules cancéreuses permettent de modifier la
machinerie cellulaire, générant ainsi des nouveaux modes de contréle distincts de ceux de la
cellule normale. Certains de ces nouveaux mécanismes de contrdle opérent dans le cytoplasme
et participent a la régulation de la prolifération cellulaire. Les signaux, en grande partie ceux
émis par les récepteurs des facteurs de croissance, sont traités et intégrés par un grand nombre
d’acteurs dans le cytoplasme puis transmis souvent au noyau. Ces protéines doivent pouvoir
communiquer et le faire avec une grande spécificité et précision. Une protéine de signalisation
doit donc reconnaitre uniquement les signaux provenant de ses protéines partenaires en amont
et les transmettre & ses partenaires en aval.

Vavl compte parmi ces effecteurs majeurs de la signalisation cellulaire ; identifiés et
majoritairement caractérisés dans le systéme hématopoiétique. L’expression de Vavl est
normalement restreinte au lignage hématopoiétique mais son expression ectopique a été mise
en évidence dans différentes pathologies cancéreuses comme les carcinomes pulmonaires, les
mélanomes, les neuroblastomes et les tumeurs pancréatiques. Dans le but de mieux comprendre
les roles spécifiques de Vavl dans des cellules non- hématopoiétiques, notre équipe s’est
intéressée a 1’identification de partenaires de Vavl. Il a donc été montré précédemment que
Vavl et la B-caténine interagissent aussi bien dans les fibroblastes NIH3T3 que dans la lignée
pulmonaire H358 qui exprime ectopiquement Vavl. Parallélement, une étude avait été initiée
pour étudier le lien entre Syk et Vavl dans la lignée H358 en comparaison avec les éléments
connus dans les cellules hématopoiétiques.

Mon travail de thése s’est donc appliqué a réunir ces deux travaux et a étudier
I’interconnexion entre Vavl, Syk et la B-caténine et le r6le de ce trio dans les cellules
cancéreuses. Le but ultime de mon projet de recherche était de disposer d’éléments pour
commencer a établir le différentiel de la signalisation impliquant Vav1l, via ses partenaires Syk
et B-caténine, entre le systeme hématopoiétique et les tumeurs solides.

e Mon premier objectif était d’étudier les liens fonctionnels entre les trois protéines Vavl,
Syk, B-caténine par la caractéerisation biochimique et fonctionnelle de leur interaction
dans la lignée cellulaire de carcinome pulmonaire H358.

e Mon second objectif était d’étudier les liens fonctionnels entre ces protéines dans une

pathologie d’origine hématopoiétique : la leucémie lymphoide chronique.
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Résultats

Article: Regulatory interplay between Vavl, Syk and B-catenin occurs in

lung cancer cells.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux protéines Syk, Vavl et B-caténine
dans des cellules de carcinome pulmonaire. Nous avons montré que Vavl interagit avec Syk
dans ces cellules tout comme dans les cellules hématopoiétiques. La déplétion de Syk ou son
inhibition pharmacologique induit une diminution de la phosphorylation globale des tyrosines
de Vavl mais pas de la tyrosine Y174 de Vavl, phosphorylée par Syk dans les cellules
hématopoiétiques. La déplétion de Vavl ou de Syk ne module pas la prolifération cellulaire
mais induit une diminution significative de la migration et de I’invasion cellulaires via les
GTPases Racl et Cdc42.

Nous avons également observé que Syk, comme montré précédemment pour Vavl,
interagit avec la P-caténine. Syk, et plus modestement Vavl, sont impliqués dans ses
modifications post-traductionnelles mais également dans la régulation de 1’expression de
certains génes cibles de la B-caténine. Par ailleurs, nous décrivons pour la premiére fois une
régulation transcriptionnelle inverse de Syk par la B-caténine. Nous avons identifié deux sites
de fixation par le complexe B-caténine/TCF4 sur le promoteur de Syk en amont du site
d’initiation de la transcription.

Ce travail illustre la collaboration dans un trio des acteurs Vav1-Syk-p-caténine afin de réguler
la migration cellulaire. Les interactions au sein méme du complexe entre les trois effecteurs

régulent leurs fonctions et leur expression stable.
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Abstract

Vav1 exhibits two signal transducing properties as an adaptor protein and a regulator of
cytoskeleton organization through its Guanine nucleotide Exchange Factor module. Although
the expression of VVavl is restricted to the hematopoietic lineage, its ectopic expression has been
interpreted (unraveled) in a number of solid tumours. In this study, we show that in lung cancer
cells, as such in hematopoietic cells, Vavl interacts with the Spleen Tyrosine Kinase, Syk.
Likewise, Syk interacts with B-catenin and, together with Vav1l, regulates the phosphorylation
status of B-catenin. Depletion of Vavl, Syk or B-catenin inhibits Racl activity and decreases
cell migration suggesting the interplay of the three effectors to a common signaling pathway.
This model is further supported by the finding that in turn, B-catenin regulates the transcription
of Syk gene expression. This study highlights the elaborated connection between Vavl, Syk and
[3-catenin and the contribution of the trio to cell migration.

Keywords: Vavl, Syk, B-catenin, regulation, migration
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Introduction

Elucidation of the biological mechanisms inherent to the physiological cell state that have been
corrupted to drive and maintain the oncogenic cell state is crucial to better understand
tumorigenesis as well as to develop new therapies [1, 2]. The proto-oncogene, Vavl, has a
restricted hematopoietic expression and exhibits both GTP/GDP exchange activities (GEF) for
Rho family GTPases and adaptor functions within a number of signaling complexes [3, 4]. The
three members of the Vav family interact with membrane receptors, signaling intermediates,
cytoskeleton proteins and nuclear factors [5-7]. The initial characterization of Vav1l consisted
in a truncated version of the proto-oncogene that resulted in a transforming protein (onco-Vav)
when expressed in fibroblasts [8]. Although this oncogenic form has never been described in
neoplasms, an ectopic expression of wild-type or mutated forms of Vavl is detected in
neuroblastoma, medulloblastoma, pancreatic adenocarcinoma, melanoma, breast cancer, T-cell
leukemia, lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma [9-17]. Depending on tumor cell
type, Vavl regulates cell-cycle progression, proliferation, transformation, migration and
invasion [18, 19]. Thus, Vav proteins display a pivotal role in tumorigenesis although far from
being fully characterized. Our initial goal was to better understand the different functions of
Vav1l affected when expressed ectopically and those of its key partner in hematopoietic cells:
the spleen tyrosine kinase, Syk [20]. As Vavl, Syk is expressed at the highest levels in cells of
hematopoietic origin and functions as an essential component of the signaling machinery of
multiple receptors in the immune system. In addition, there are multiple reports of Syk
expression outside of the immune system, particularly in epithelial cells from a variety of organs
[21]. In cancer cells, Syk acts as a tumor promoter or a tumor suppressor depending on the cell
of origin [22]. In many hematopoietic malignancies, Syk is responsible for cell survival and its
inhibition frequently triggers apoptosis. In several other neoplasms, it can suppress

tumorigenesis through regulation of motility and metastasis [22, 23]. Vavl and Syk

70



independently have been proposed to play a role, in normal and cancers cells, in the regulation
of cell plasticity in which functions of B-catenin are crucial [24-26].

B-Catenin is a multifunctional protein with a central role in pathophysiology as well as during
development and is a core effector of the canonical Wnt pathway [27, 28]. The stabilization of
B-catenin is crucial in tumorigenesis and is induced by constitutive Wnt activation or mutations
in the B-catenin itself or in the destruction complex proteins regulating its stability [29]. B-
catenin accumulates in the cytoplasm depending on destruction complex activation, and
subsequently migrates into the nucleus, where it interacts notably with TCF/LEF transcription
factors and induces the transcription of target genes such as Axin2, c-Myc and CyclinD1 [30-
32]. B-catenin dependent signaling transduction depends on its phosphorylation status which is
regimented by a balance of kinases and phosphatases. GSK3p phosphorylates constitutively -
catenin on the residues Ser33, Ser37 and Thr41l driving it to destruction by the proteasome in
absence of Wnt [33]. Binding of Wnt to its receptor Frizzled impairs the triple phosphorylation
of B-catenin leading to its stabilization and accumulation. In spite of the triple phosphorylation,
phosphorylation of other residues also enhances B-catenin stability [27]. For example,
phosphorylation of S675 and Y654 increases B-catenin stability via the inhibition of its
ubiquitination [34, 35]. Thus, targeting PB-catenin post-translational modifications could
represent a valid strategy to challenge cancers driven by active Wnt/B-catenin signaling.

In this study, we show that Vavl and Syk interact in a lung carcinoma cell line similarly to
hematopoietic cells. Moreover, Syk, like Vavl, interacts with B-catenin and both proteins
modulate its post-translational modifications. The three partners regulate migration and
invasion through mainly Racl but also Cdc42 activity in H358 lung carcinoma cells illustrating
their contribution to cell plasticity. Moreover, we identify SYK gene as a new [-catenin
transcriptional target in epithelial cells. Altogether, these data delineate new lines of research

to elucidate the crucial contribution of B-catenin, Syk and Vav1 signaling in cancer cells.
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Results

Vavl interacts with Syk in lung cancer cells

Vavl and Syk expression was analysed in different lung cancer cell lines (A549, H460, H441,
H358 and HCC827) as shown in Figure 1A. H441, H358 cell lines and, to a lesser extent,
HCC827 exhibited both Vavl and Syk expression. At the opposite, undetectable or very low
expression of Vavl and Syk was observed in A549 and H460. Analysis of Vav2 and Vav3
revealed that Vav2 only was detected in all the different cell lines (SupplementallA). As
described in hematopoietic cells, co-expression of Vavl and Syk in these three cell lines
prompted us to inquire whether both proteins interact. Indeed, Syk was detected from Vavl
immunoprecipitates in the different cell lines (Figure 1B). Since the interaction was conserved
in epithelial cells, it strongly suggested the existence of a Syk/Vavl mediated signaling
pathway. To examine the contribution of this pathway to the transformed phenotype of lung
cancer cells, H358 cells were stably transduced with virally encoded RNA interference (RNAI)
hairpin constructs targeting Vavl or Syk. The knockdown of Vavl and Syk in H358 cells by
two independent hairpins efficiently decreases the two protein levels as compared to a control
hairpin (shSCR) (upon 70 % for Syk and 80% for Vavl) (Figure 1C). Vavl knockdown
obtained with the two hairpins was specific and did not affect the expression of the second
member of the family: Vav2 (Supplemental 1B). In depleted cells, proliferation in 2D or 3D
cell cultures was not impaired suggesting that Vavl and Syk were not involved in cell-cycle
regulation in the cell lines as previously reported for Vavl (Supplemental 1C and 1D) [15].
Given that phosphorylation on Y174 is critical for relieving Vavl from its auto-inhibited
conformation by Syk in hematopoietic cells [20], we analyzed the level of Y174
phosphorylation in Syk-depleted H358 cells. Using a specific antibody, we did not detect any

significant differences in Y174 phosphorylation of Vavl compared to control cells (Figure 1C
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and Supplemental 1E). These results were confirmed by treatment of the cells with 1 uM R406,
a chemical inhibitor of Syk kinase activity. Y174 phosphorylation was not significantly
modified by the treatment, in contrast with the inhibition of the phosphorylation of ERK1/2,
two downstream targets of Syk (Figure 1D and Supplemental 1F). Thus, Syk in this model was
not responsible for Y174 phosphorylation of Vavl as observed in hematopoietic cells.
Immunoprecipitation of Vavl and western-blotting with a phospho-tyrosine antibody in Syk-
depleted or R406-treated cells revealed a large decrease of VVavl phosphorylation confirming

that Syk triggered Vav1 phosphorylation on residues other than Y174 (Figure 1E).

Vavl and Syk modulate the migration and invasion via Rho GTPase activity.

Migration and invasion are critical steps in the initial progression of cancer and facilitate
metastasis. To assess the involvement of Vavl and Syk in the migration capacity of these lung
cancer cells we used scratched wound-healing assays. Depletion of Vavl or Syk in H358 cells
resulted in a significant decrease in cell motility (Figure 2A). Moreover, wound closure relied
on Syk kinase activity since its chemical inhibition by R406 impaired also cell migration
(Figure 2B). In addition, Syk showed a higher impact on cell migration with a stronger decrease
of migration upon its depletion as compared to Vavl. This result also argued for Syk acting as
an upstream regulator of Vavl. Meanwhile, overexpression of Vavl and Syk did not increase
significantly cell migration in these wound-healing experiments (Supplemental 2A). We next
analysed invasion in a Matrigel Transwell Invasion Assay. Similarly to migration, invasion was
significantly impaired in the cell lines depleted for each of the proteins as being involved in
cytoskeleton reorganization (Figure 2C). Given that motility and invasion are associated with
lamellopodia or invadopodia, we investigated whether the depletion of Vavl or Syk might
impact Rho GTPases including Racl, RhoA and Cdc42 by using GST pull-down assays. Both

knockdown conditions led to substantial decrease in Racl and Cdc42 activity without affecting
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RhoA activity (Figure 2D). These data were corroborated for Racl when Syk and Vavl were
overexpressed in H358 cells (Supplemental 2B). Collectively, our findings suggest that both
Vav1 and Syk regulate migration and invasion and both are required for activation of Racl and
Cdc42. The effect of Syk and Vav on cell migration suggest their involvement in epithelial
mesenchymal transition (EMT). In agreement with this hypothesis, both proteins might
participate to the acquisition of a mild EMT-like phenotype in these cells as evidenced by a
decreased expression of both vimentin and N-cadherin without affecting of E-cadherin levels
(Supplemental 2C and 2D). In parallel, we analysed the expression of both c-myc and cyclin
D1, two downstream targets of Vavl and Syk signaling pathway [12, 36]. In Vavl and Syk-
depleted cells, both cyclin D1 and c-myc expression were decreased although cell proliferation
was not changed (Figure 2E and Supplemental 2E). Interestingly, both targets are also related
to the Wnt/B-catenin pathway in line with the involvement of Rac GTPase. Since we observed
an altered migration phenotype in these cells, we further investigated whether B-catenin that we

previously described as a Vavl interacting protein was involved in this process [37].

B-catenin, a new Syk interacting partner in H358 cells that phenocopies Vavl and Syk
knock-down.

The migration defect observed in depleted cells and the reported interaction between
Vavl and B-catenin prompted us to attest whether Syk might also be a partner of 3-catenin in
H358 cells. As shown in Figure 3A, B-catenin specifically precipitated with the Syk kinase and
reciprocally in these cells. Since B-catenin, as well as Syk and Vav1l, plays an important role in
cell migration, we analysed the impact of B-catenin depletion on H358 motility using scratched
wound-healing assays. p-catenin knock-down efficiency by shRNA or siRNA was estimated
by Western-blotting and qRT-PCR. In both conditions, B-catenin protein levels are significantly

reduced and migration was impaired (Figure 3B, 3C and Supplemental 3). As already shown

74



for Vavl and Syk, downregulation of Racl and Cdc42 GTPases activities were observed in line
with the deficient migration. Altogether our data suggest that Syk, Vavl and B-catenin may

interact with each other to regulate migration via Rho GTPases (Figure 3D).

Syk and Vavl modulate the posttranslational modifications of g-catenin.

Considering that p-catenin functions are controlled by a wide variety of post-
translational modifications and by its subcellular localization, we first investigated whether the
latter was modified in Vavl and Syk-depleted cells. Subcellular fractionation indicated that -
catenin was present at the membrane, in the cytoplasm and in the nucleus while no obvious
difference in B-catenin nuclear accumulation was observed (Figure 4A). This result was
confirmed by an immunofluorescence approach (data not shown).

Using commercially available antibodies specific covering several epitopes of f-catenin
post-translational modifications, we next verified the status of serine, threonine or tyrosine
phosphorylation as well as lysine acetylation upon depletion of Vavl and Syk. Several
modifications were unaffected by the depletion of both proteins (Supplemental 4A). However,
phosphorylation of S552, Y142 and Y654 residues were significantly reduced with a more
pronounced diminution for Syk inhibition (Figure 4B). These decreases in the phosphorylation
status were not associated with an overall reduction of total 3-catenin although those have been
associated with B-catenin stabilisation in several cell types. These observations were confirmed
by the treatment with the Syk inhibitor, R406. However, total -catenin slightly decreased under
such conditions (Figure 4C). Although both Y142 and Y654 phosphorylation have been linked
to the nuclear translocation and the transcriptional activity of B-catenin, our fractionation
experiment did not evidence nuclear accumulation in absence of Syk (Figure 4A).

To corroborate the results obtained in H358 Syk and Vavl-depleted cells, we used the

293T cells in which low levels of Syk and absence of VVav1 are observed. We expressed a wild-
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type or kinase dead mutant of Syk (indicated as KD) was overexpressed or not as well as Vavl.
In like manner to H358 cells, Syk and B-catenin coimmunoprecipitate in 293T cells (Figure
4D). As shown in figure 4E, expression of wild-type but not KD Syk led to an increase of Y142
B-catenin phosphorylation. Interestingly, Y142 phosphorylation was enhanced in the presence
of Vavl

We previously reported that VVavl overexpression did not impact the Wnt-dependent 3-
catenin transcriptional activation in H358 cells [37]. Thus, we sought to verify whether
overexpression of Syk might affect B-catenin transcriptional activity. Using the B-catenin-
TCF/LEF transcriptional reporter system, we did not observe a significant difference between
upon Syk overexpression. However, treatment with LiCl, a potent inhibitor of
GSK3B—dependent degradation of P-catenin results in a substantial induction of the
transcriptional response independent of the presence of Syk (Figure 5A). This result confirmed
the specific analysis of a Wnt responsive gene Axin2 whose expression was unchanged in both

Syk and Vav1 depleted cells (Supplemental 5A).

TCF-4/p-catenin complex binds to Syk promoter and regulates its expression.

To better evaluate the functional interplay between Syk-Vav and 3-catenin we analysed
the regulation of Syk and Vav expression in (3-catenin depleted cells. Under such conditions,
the level of Syk strongly decreased while Vavl expression remained unchanged (Figure 5B,
Supplemental 5B and data not shown). qRT-PCR analysis confirmed the transcriptional
downregulation of Syk (Figure 5C). This regulation at the RNA level led us to hypothesize that
[-catenin might recognize a regulatory region on Syk promoter. Using Eukaryotic Promoter
Database (EPD), three potential binding sites of TCF-4 (TCF7L2)/p-catenin were characterized

in the first 2000 base-pairs upstream region of the Syk promoter (Figure 5D). TCF-4/B-catenin
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binding to the regions covering site 1 (-982), site 2 (-1199) and site 3 (-1580) was analysed by
a chromatin immunoprecipitation approach (ChIP). Antibody against the modified H3
(H3K36me3) and TCF4 served as positive controls for immunoprecipitation and binding
efficiencies. Both TCF-4 and B-catenin bound respectively Axin2 promoter even in absence of
Whnt stimulation as compared to the IgG controls (Supplemental 5D, 5E). Next, we next
demonstrated that TCF-4 and B-catenin bind significantly the Syk promoter at sites 1 and 2 but
not site 3 (Figure 5C and Supplemental 5F).

To confirm this transcriptional regulation of Syk by p-catenin, we treated the cells with
the PKF118-310 inhibitor known to disrupt the interaction between TCF-4 and B-catenin, and
preventing [-catenin-dependent gene transcription. Indeed, treatment with PKF118-310
inhibited in a dose-dependent manner Axin2 and Syk transcription (Figure 5E). Collectively,
those data indicated that TCF-4/B-catenin by binding ot its promoter region regulates Syk

expression.
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Discussion

The contribution of Vav1 to human cancer has been shown to stem from its ability to function
as a signal transducer in tissues in which it is not normally expressed [4, 38]. Vavl is tyrosine
phosphorylated in response to various stimuli in hematopoietic cells as well as cancer cells [12,
14, 20]. Our study demonstrates that VVav1 also interacts with Syk in lung cancer cells whereas
Syk expression in this pathological model remains poorly documented [39-41]. Although co-
immunoprecipitation reports an interaction, Syk does not phosphorylate the residue Y174 of
Vav1 similarly to a previous report in acute promyelocytic leukemia cells (NB4) [42]. Analysis
of the potential tyrosine  phosphorylation  sites listed via  Phosphonet
(http://www.phosphonet.ca) predicts that Syk might phosphorylate the residues Y604 and Y836
in the SH3 domains and Y844 at the extreme C-terminus. Although both Y604 and Y844 have
not been identified as phosphorylated by mass-spectrometry, phosphorylation state of Y836
contributes to the regulation of VVav1 activity [43]. Further work is required to identify critical
Vavl tyrosine(s) that might be phosphorylated by Syk and to elucidate whether this
modification contributes to Vav1 specific functions.

Racl as a small GTPase behaves as a central molecular node in cellular transformation. First,
deregulated activities of upstream factors contribute to constitutive Racl dependent pathways.
Drivers of the Racl signaling pathway, especially some GEFs, are overexpressed, mutated or
constitutively active in a number of cancer [45] [46, 47]. Second, mutations within the RAC1
gene are also reported and participate to cellular transformation [44]. Our results indicate that
Syk and Vavl through these GTPases exhibit important roles in migration and invasion of lung
cancer cells in agreement with reports on other cancer cell types while an opposite role for Syk
has also been reported in other cancer cells [22, 47-49]. Moreover, our data support findings
obtained in pancreatic cancer cells demonstrating that the ectopic expression of Vavl is

required for Racl and Cdc42 GTPases activities dependent migration and invasion dependent
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on [50, 51]. Remarkably, in epithelial cells Vav1 functions through Racl and cdc42 whereas in
hematopoietic cells Vavl GEF activity targets preferentially Racl and RhoA GTPases without
affecting cdc42. This difference underscores Vav1l ability to adjust to other stimuli in various
cell types. Altogether, we suggest that Vavl/Syk complex participates to cytoskeleton
reorganization required for migration and invasion.

Furthermore, our study strengthens the link between Vavl, Syk and p-catenin evidenced by
several groups including our and suggest the existence of a complex with these three partners
[37, 47,52, 53]. We confirmed that Syk is involved in the phosphorylation of 3-catenin of both
Y654 and Y142 tyrosine residues using knock-down or chemical inhibition. Indeed, it has been
recently shown that Syk directly phosphorylates p-catenin at Y142 [53] and we show that Vavl
can enhance this phosphorylation as demonstrated by our depletion and overexpression
experiments. When present, Vavl could reinforce the interaction between Syk and B-catenin,
the phosphorylation of the latter and the subsequent signaling. Considering the phosphorylation
of the Y654 residue commonly assigned to Src kinase, the non-receptor tyrosine kinase Pyk2
has been recently involved in this phosphorylation in pancreatic cancer cells [54] and could be
activated by Syk [55]. Although the phosphorylation of Y142 and Y654 are contributing to -
catenin nuclear shuttling and transcription, we did not observe a significant decrease in the
nuclear pool of B-catenin in the Syk depleted cells [34, 56] and the Wnt-dependent transcription
of Axin 2 was not affected.

Our present study also demonstrates that inhibition of B-catenin impairs migration of H358
cancer cells. Interestingly, like Vavl and Syk, this altered migration in -catenin depleted-cells
can also be partially imputable to the lack of activation of Racl but not Cdc42. A strong physical
interaction between Racl and B-catenin in the Wnt pathway signal transduction and
Raclactively participating to the transcription of p-catenin/TCF target genes are well

established [57, 58]. In line with our data, B-catenin is not only an effector of Racl but may
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reversely acts as an upstream regulator of Racl. This finding is in agreement with the
involvement of the GEFs Tiam1 and Vav2 in triple-negative breast cancer cells [59]. Additional
data is needed to figure out how B-catenin acts both as an activator and a effector of Racl in
various cancer cells. Additional data is needed to figure out how B-catenin acts as an upstream
activator and a downstream effector in cancer cells. Since Vavl and Syk can shuttle between
cytoplasm and nucleus and also participate to transcriptional complexes [60, 61], one could
speculate that Syk also phosphorylates Vavl and B-catenin in the nucleus leading to specific
gene regulation expression.

Furthermore, this work shed light on a regulation of Syk transcription which has been not
extensively studied so far. Regarding the specific expression in cancer cells, promoter
investigations focused mainly on the methylation status of Syk gene, which is cell-type
dependent [62-66]. We showed that B-catenin/TCF4 is critical for Syk expression, binding
directly to the Syk promoter in H358 cells. Importantly, the link between Syk and B-catenin
seems regulated at several levels: Syk modifies post-translationally B-catenin and reversely the
latter regulates Syk gene transcription via TCF4. B-catenin is also expressed in hematopoietic
lineage in which Syk plays crucial functions and such regulation might be relevant in malignant
or normal B cells. Moreover, it remains to be examined whether B-catenin could regulate Syk
gene expression through its interaction with others co-factors such as NF-«B, HIF1a or FOXO.
Indeed, Syk promoter harbors putative binding sites for all these transcription factors [27, 67].
Additionally, PU.1 has been ascribed as a singular regulator of Syk expression[68]. Our data
show that B-catenin acts as a novel factor involved in Syk gene expression.

Our primary goal was to contribute to the growing list of reports demonstrating a determining
role of the ectopic expression of Vavl in cancer cells [4, 38]. Its biological importance needs
further exploration including impact of the GEF activity but also the adaptor function and

particularly through partners such as Syk and p-catenin. Despite many open questions relative
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to Vavl contribution to cancer, Vavl remains a promising target in therapy, especially by
blocking its GEF activity like it was demonstrated for the first time in pancreatic cancer. Syk
inhibitors as well as B-catenin inhibitors manifest already therapeutic effects on autoimmune
disease and B-cells malignancies [69, 70] [28]. With some remaining questions, more studies
are required to clarify how this Menage-a-trois operates, while the three partners have
independent functions in cancer cells and to translate these findings toward successful treatment

in oncology.
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Methods

Antibodies

The antibodies used in this study were purchased from different commercial sources and are

listed in the following table.

Table 9: Antibodies used in this study.

Antibody Name Company Applications

Anti-Vavl Cell Signaling Technology WB

Anti-Vavl (C14) Santa Cruz Biotechnology WB - IP
Anti-Vavl (B6) Santa Cruz Biotechnology WB
Anti-B-actin Santa Cruz Biotechnology wB
Anti-tubulin Sigma WB

Anti-Syk Becton Dickinson WB - IP
Anti-N-cadherin Becton Dickinson WB
Anti-E-cadherin Becton Dickinson WB

Anti-B-catenin Becton Dickinson WB - IP
Anti-Y142-B3-catenin ECM Biosciences WB
Anti-Y654-f-catenin ECM Biosciences wWB
Anti-S552-3-catenin Cell Signaling Technology WB
Anti-K49-b-catenin Cell Signaling Technology wB
Anti-S675-B-catenin Cell Signaling Technology WB
Anti-S33/37/T41-B-catenin Cell Signaling Technology WB
Anti-Non-phospho-f-catenin Cell Signaling Technology WB
Anti-Vav2 Santa Cruz Biotechnology WB
Anti-Vav3 Santa Cruz Biotechnology WB
Anti-S45-B-catenin Cell Signaling Technology WB
Anti-S45/T41-B-catenin Cell Signaling Technology WB
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Antibody Name Company Applications
Anti-Y86-3-catenin GeneTex wWB
Anti-phospho-ERK1/2 Cell Signaling Technology WB
Anti-ERK1/2 Cell Signaling Technology wB
Anti-Racl Pierce — Thermo Scientific WB
Anti-RhoA Pierce — Thermo Scientific WB
Anti-cdc42 Pierce — Thermo Scientific WB
Anti-B-catenin Abcam Chip
Anti-TCF4 Santa Cruz Biotechnology Chip
Mouse 1gG Diagenode ChiP
Rabbit 1gG Diagenode Chip
Anti-H3K36me3 Diagenode ChiP

Cell culture and treatment

All cells are grown at 37°C in 5% CO2. H358, H441, H460, A549 and HCC827 cells were
cultured in RPMI containing 10% foetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin
(PAA). HEK?293T cells were cultured in DMEM containing 10% FBS and 1% PAA. Syk
inhibitor R406 (Euromedex) was used at 1uM for 1h. PKF118-310 (Sigma-Aldrich) was used
at 0.1, 0.2 and 0.3uM for 1h.

Virus Production and Infection

Viral production and infections were carried out as described. Briefly, 293T cells were
transfected using Trans-IT (Mirus). Viruses were collected 48 hours post transfection. After
infection, target cells were selected with 1 ug/ml of puromycin. The pLKO.1 shSCR; pLKO.1
shVavl; pLKO.1 shSyk; pLKO.1 shp-cat lentiviruses were produced by cotransfection with
pCMVARS8.2 and pCMV-VSV-G (8:1 ratio). The sequences used for the hairpins are listed in
the following table.
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Table 10: shRNA sequences used in this study.

Gene Sequence (5’ - 3°)
Vavl-1 5’-ACTGTACCGGATCACAGAGA-3’
Vavl-2 5’-CGTCGAGGTCAAGCACATTAA-3
Syk-1 5’-GCAGGCCATCATCAGTCAGAA-3’
Syk-2 5’-CCTTAGCATGTGACTCCTGAA-3’
B-catl 5’-GAGGTGCTATCTGTCTGCTCTA-3’
B-cat2 5’-GTTGTTATCAGAGGACTAAATA-3’

SiRNA, plasmid and transfection

siRNA control or targeting B-catenin were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Plasmids
encoding Syk and Kinase Dead-Syk (KD) were gifts from Pr Michael Reth (University of
Freiburg). H358 and 293T cell lines were transfected using JetPRIME reagent (Polyplus) and/or

Trans-I1T (Mirus).

Cell fractionation
Membrane, cytoplasmic and fractions were prepared using the Subcellular cell fractionation kit
(Pierce) according to the manufacturer’s instructions starting from 1 million of H358 cell line.

Protein concentration was quantitated using the BCA protein assay kit (Pierce).

Immunoprecipitation and western blot analyses

Protein extracts were prepared in NP-40 lysis buffer (50mM Tris-HCL [pH 7.5], 150mM NacCl,
10% glycerol, 1ImM EDTA, 1% NP-40) containing protease inhibitors (10 pg/ml aprotinin, 5
pg/ml leupeptin, 5 pg/ml pepstatin, 1mM phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF), ImM DTT,
25mM B-glycerophosphate, 1mM sodium fluoride and 1mM NasVVOa). Proteins were separated

by SDS-PAGE transferred to Hybond membrane (Amersham) and probed with appropriate
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primary and HRP-conjugated secondary Antibodies. Quantitation was performed using Image
Lab 4.10 (Bio-Rad). For immunoprecipitation, cell extracts were incubated overnight with the
indicated Antibodies after preclearing during 1 hour. Beads were further washed with the lysis

buffer and precipitates were eluted in 4X Laemmli buffer prior to immunoblotting.

Racl/RhoA/Cdc42 Activation Assays

Rac1/RhoA/Cdc42 activation assays were performed using the Active Racl/RhoA/Cdc42 Pull-
Down and Detection Kit. The assays consist on a GST-pull down experiment with the p21-
binding domain of PAK1 or the Rhotekin-binding domain that selectively precipitates active
Racl or RhoA and Cdc42 respectively from whole cell extracts. Active Racl or Cdc42 are
quantified by immunoblot analysis using anti-Racl, anti-Cdc42 and anti-RhoA monoclonal
antibodies (Thermo Scientific Pierce).

Wound healing assays

H358 cells were seeded in 24-well plates and grown to 90-95% confluency. Subsequently, a
scratch was placed in the middle of the well with a sterile 200ul pipette tip. After washing twice
with serum-free media, media with only 0,5% FBS was added to the cells to limit cell
proliferation. Images were captured immediately after scratching and 24hours using a BD
pathway Microscope (Magnification x4). Wound closure after 24H was analysed using ImageJ
software according to the ratio: Width of initial wound / Width of final wound. The wound

closure value of untreated cells was normalized to 1.

Cell invasion assay
Adhesion assays were carried out by using a Cytoselect 48-well cell invasion assay (Cell
Biolabs) according to the manufacturer's protocol. Briefly, cells were counted, plated at a

density of 1.10° cells/mL and incubated for 24 hours at 37°C. After incubation and washings,
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adherent cells were detached and lysed in a solution containing a fluorescent dye for 20 min.
Fluorescence was monitored at 520 nm using a 96-wells plate reader.

Cell proliferation assay

Cells were seeded into 24 well-plates at a density of 10° cells/well and counted at days 1, 2, 3
and 4.

Three-dimensional (3D) tumor spheroid invasion assay

3D invasion was performed according to protocol described by manufacturer (Cell Biolabs).
Briefly, cells were suspended in RPMI complete growth medium at a density of 2.10* cells/ml
then 200 pl were dispensed in a round-bottom 96 well-plates then incubated for spheroid
formation. Four days later, 100ul of BMM (basement membrane like matrice) were added to
allow invasion. Arbitrary spheroid area measurements were obtained with ImageJ software

using a BD pathway Microscope (at 2.5X magnification).

Luciferase reporter assay

293T cells were seeded in 12-well-plates 24h prior to transfection using JetPrime (Polyplus)
with Syk construct, Top-firefly or Fop-firefly negative control luciferase plasmids (Millipore)
and Renilla luciferase plasmid under the control of SV40 promoter, pRL(Promega). 48h after
transfection, cell lysis was performed using the Passive Lysis buffer followed by the Dual
luciferase assay (Promega). Firefly and Renilla luciferase activities were monitored following
manufacturer's instructions. LiCl (30mM) treatment was applied 3 hours before lysis. Top-
firefly luciferase values were normalized to the respective Renilla and Fop-luciferase values for

each treatment.

Chromatin Immunoprecipitation
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ChIP assays were performed from approximately 4.10° cells per experiment, according to
protocol described by manufacturer (ChIP-gPCR Diagenode). Briefly, cells were crosslinked
with ChIP cross-link gold (Diagenode) for 30 min at room temperature followed with 1%
formaldehyde crosslinking for 10 min. Formaldehyde was quenched by addition of glycine to
a final concentration of 0.125 M. Chromatin was sonicated, using Bioruptor (Diagenode). A
total of 2—4 pg of antibody previously bound to beads was added to the sonicated chromatin
and incubated overnight at 4 °C. 1% of chromatin used reaction was kept as input DNA.
Magnetic beads were washed and chromatin eluted, followed by reversal of the crosslinkings
and DNA purification. Resultant ChIP DNA was dissolved in water and used as a template
for(in) PCR.

Table 11: Primers used in ChlIP assays.

Promoter Primer Forward Primer Reverse
Syk site 1 5°-CCCATTCGCAAATCATTCATTACT-3" | 5*-TTCTGCTTCCAGGGTTATTGG-3’
Syk site 2 5°-CAATCCCAGTGGCCATACTT-3’ 5 TTGGAGGTAAGGCAGAGAAAC-3’
Syk site 3 5°-CATCAGGTGAAAGCCTGAGAA-3’ 5-GTCAGCATTATTGGAGATGAACAC-3’
Axin 5°-CGGTTGGCGAAAGTTTGC-3’ 5°-GGACTCGGGAGCCTAAAGGT-3’

Quantitative reverse transcription PCR

RNAs were extracted using Trizol Reagent (Invitrogen) followed by RNeasy Mini kit
(QIAGEN). Reverse transcription was performed with iScript cDNA Synthesis Kit following
the manufacturer’s protocol (Biorad). All genes expressions were analyzed by quantitative RT-
PCR with SYBR Green reagents using the StepOnePlus™ System instrument (ThermoFisher
scientific). Results were normalized to p2-microglobulin and all experiments were done in

triplicate. Primers used for amplification purchased from Eurogentec:
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Table 12: Primers used for quantitative RT-PCR

Gene Primer Forward Primer Reverse
E-cadherine 5°-CCGAGGACTTTGGCGTGGGC -3’ 5*-TCCCTGTCCAGCTCAGCCCG -3’
N-cadherine 5-GACCCAAACAGCAACGACGGGT-3’ 5*-CTGAGGCGGGTGCTGAATTCCC-3’
Vimentine 5°-GGCTCGTCACCTTCGTGAAT-3’ 5‘-GCAGAGAAATCCTGCTCTCCT-3’
Syk 5-AGAAGTTCGACACGCTCTGG-3’ 5¢-ACATTTCCCTGTGTGCCGAT-3’
p-catenin 5°- CGTGCACATCAGGATACCCA-3’ 5°- ATTTCTTCCATGCGGACCCC -3’
Axin2 5°- GGACAGGAATCATTCGGCCA -3’ 5°- ACCTGCCAGTTTCTTTGGCT -3’
Cyclin D1 5°-ACCTGGATGCTGGAGGTCT-3’ 5°-GCTCTTTTTCACGGGCTCCA-3’
c-myc 5°- CTCCGTCCTCGGATTCTCTG -3 5°- CTTGTTCCTCCTCAGAGTCGC -3’
B-2microglobulin | 5’- CTCCGTGGCCTTAGCTGTG -3’ 5°- TTTGGAGTACGCTGGATAGCCT -3’

Statistical analysis
Statistical significance was assessed using impaired Student’s t test (Prism5.0, Graph Pad
Software). P values <0.05 were considered significant with the following degrees: *p<0.05;

*#1<0.01; ***p<0.001.

Figures legends

Figure 1. Interaction between Vavl and Syk in lung epithelial cancer cell lines. A. Vavl
and Syk protein expressions in lung cancer cell lines. Total cell extracts (50ug) were analyzed
by immunoblotting with the indicated antibodies (Abs) and tubulin was used as a loading
control. B. Total cell extracts (1mg) from the indicated cells were immunoprecipitated (IP) with
anti-Vavl or control 1gG antibodies. Immune complexes or total extracts from the different cell
lines were analyzed by immunoblotting with the indicated Abs. C. Cellular levels of Vavl
phosphorylated on tyrosine 174 (Y174) was analysed in H358 control or knockdown cells D.

H358 cells were treated prior to analysis. GAPDH was used as a loading control. E. Total cell
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extracts from H358 control or knockdown H358 cells as well as treated with 1uM R406 H358
cells were immunoprecipitated using anti-Vavl Ab. Immunoprecipitates were analyzed with

anti-phospho-tyrosine or anti-Vavl Abs.

Figure 2. Regulation of cell migration and invasion via Rho GTPases activities. A. Control
or knockdown H358 cells were analysed in a wound-healing assay. Representative pictures at
the indicated time points (mean + sem) from three independent experiments are shown relative
to the recovery obtained with control cells. (Magnification: X4). B. Wound recovery in H358
cell treated with DMSO or 1uM R406. Wound closure (mean + sem) was calculated relative to
control cells C. Cell invasion was assessed using a fluorimetric invasion assay on stable
knockdown H358 cells over 24 hours. D. Rho GTPase activation. Rac1/RhoA/Cdc42 activities
were assessed in knockdown cells using GST-pull-down experiments. Total cell extracts were
analyzed with the indicated Abs. E. RT-gPCR to assess the expression of c-myc in knockdown
cell lines relative to housekeeping gene expression. Significance was determined by Student’s
t test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Figure 3. Interaction between B-catenin and Syk, impact on cell migration. A. Total cell
extracts (1mg) from H358 cells were immunoprecipitated using either anti-p-catenin, anti-Syk
or isotype IgG Abs. Immune complexes or total extracts were analyzed by sequential
immunoblotting with the indicated Abs. B. Stable knockdown for (-catenin in H358 cells by
virus-based RNAIi was determined by immunoblotting and tubulin was used as a loading
control. C. Control or knockdown H358 cells were subjected to a wound-healing assay. Wound
closure was calculated relative to control cells at the indicated times. Representative
experiments (mean + sem) of three independent assays are shown. D. Rho GTPase activation.

Racl/RhoA/cdc4?2 activities were assessed in stable H358 knockdown cells using GST-pull-
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down experiments. Total cell extracts were analyzed as a control with the indicated Abs. (B-ctn

: B-catenin).

Figure 4. Syk and Vavl modulate posttranslational modifications of B-catenin. A. -
catenin subcellular localisation. Sequential western blotting was performed with the indicated
Abs after subcellular fractionation. Anti-ATP1A1, HSP70 and Lamin B1 Abs were used to
assess the purity of the membrane, cytoplasmic and nuclear fractions respectively. B-catenin
posttranslational modifications. B. & C. Total cell extracts from control and knockdown cells
(B) or R406 treated cells (C) were analyzed by sequential western-blotting with the indicated
Abs. Actin was used as a loading control. Phosphorylation of ERK1/2 was used as a positive
control of R406 treatment. D. Total cell extracts from 293T cells were immunoprecipitated
using either anti-p-catenin, anti-Syk or isotype 1gG Abs. Immune complexes or total extracts
were analyzed by sequential immunoblotting with the indicated Abs. E. 293T cells were
transfected with the indicated constructs. Total cell lysates were analysed by sequential western

blotting with the indicated Abs. Tubulin was used as a loading control.

Figure 5. TCF4/ p-catenin complex binds to Syk promoter and regulates its expression. A.
TCF/Lef-luciferase reporter activation was evaluated in 293T cells 48h after transfection with
the indicated constructs and treatment (Empty-LiCl, Syk-LiCl) or not (Empty, Syk) with 30
mM LiCl. Expression was calculated as a ratio between TOP and FOP luciferase activities.
Results are means £SD of three independent experiments performed in triplicates. B. Protein
expression of Syk in B-catenin knockdown H358 cells analyzed by immunoblotting. C. mRNA
expression was analyzed by RT-gPCR. D. Chromatin immunoprecipitation assays (ChlIP).
H358 cell extracts were immunoprecipitated with anti-B-catenin or anti-TCF4, antibodies rabbit

or mouse IgG were used as negative controls respectively. Primers were designed to amplify
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three TCF4 predictive binding sites on Syk promoter. They were used to detect the respective
DNA regions in the immunoprecipitate. The fold enrichment was calculated as ratio of 24T
values of the immunoprecipitate with anti-p-catenin and rabbit IgG control or anti-TCF4 and
mouse IgG. The histogram represents the means + SEM of six independent ChIP assays. E. RT-
gPCR assessment of the transcriptional activity of p-catenin in H358 treated cells. Total RNAs
were extracted and the Syk expression was analyzed. Axin2 gene expression was used as a
positive control for PKF118-310 treatment. The housekeeping gene used was 32 microglobulin.

Significance was determined by Student’s t test: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Supplemental 1. Analysis of control or knock-down H358 cells. A. Expression of Vav family
members. Total cell extracts from H358 cells (A) or knock-down cells (B) were analyzed by
immunoblotting with the indicated Abs. Actin and Tubulin were used as loading controls. C.
Proliferation/invasion of the control and knockdown H358 cells spheroids over time. MCF-7
and MDA-MB231 cell lines were used respectively as negative and positive controls for cell
invasion. Cells were treated or not with EGF (20 ng/ml) or not (Brightfield images at a 4X
magnification). D. Cell proliferation of control or knockdown H358 cells. Cells over time after
seeding. Data are the means £ sem of triplicate analyses. E. Quantification of phosphorylated
Y174-Vavl fold in knock down or R406 treated cells. F. R406 treatment was evaluated by

immunoblotting using anti phospho-ERK1/2 and total ERK1/2.

Supplemental 2. Migration and EMT markers expression under the modulation of Vavl
and Syk knock-down H358 cells. A. Stable VVav1l and Syk overexpression in H358 cells. Total
cell extracts from H358 control, Vavl- or Syk-transfected stable cell lines were analyzed by
immunoblotting with the indicated Abs. Actin was used as a loading control (Left panel). Stable

cell lines overexpressing Vavl or Syk were subjected to a wound-healing assay (Right panel).
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Results are relative to control cells (n=3). B. Rho GTPase activation. Racl/RhoA/cdc4?2
activities were assessed in stable H358 cells overexpressing Vavl and Syk using GST-pull-
down experiments. Total cell extracts were also analyzed by immunoblotting with the indicated
Abs. C. Cellular levels of E-cadherin, N-cadherin and Vimentin in control and depleted H358
cells. Total cell extracts (50ug) were analyzed by sequential immunoblotting with the indicated
Abs. Actin was used as a loading control. D. E-cadherin, N-cadherin and Vimentin mRNA
expression in control and knockdown H358 cells. mMRNA levels were determined by qPCR
relative to housekeeping gene. Results are the means + sem of three independent experiments
realized in triplicates. E. RT-qPCR of Cyclin D1 expression. The housekeeping gene used was
B2 microglobulin. Results are the means = sem of three independent experiments realized in

triplicates. Statistical significance: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Supplemental 3. Migration of RNAi f-catenin depleted cells. A. H358 were transiently
transfected with sSiRNAs targeting p-catenin or a control siRNAs pool. Expression was analysed
after 48h. B. Cells were subjected to a wound-healing assay.

Supplemental 4. B-catenin posttranslational modifications. Total cell extracts from control
and knockdown H358 cells were analyzed by sequential western blotting with the indicated
Abs. Actin was used as a loading control.

Supplemental 5. g-catenin regulates Syk gene expression.

A. RT-gPCR to assess the expression of axin2 in knockdown H358 cell lines relative to
housekeeping gene expression B. H358 cells were transiently transfected with siRNAs for -
catenin or control siRNAs pool. After 48h, loss of expression was determined by
immunoblotting and tubulin was used as a loading control. C. Expression of f-catenin and Syk
analysed by RT-qPCR. The housekeeping gene used was f2 microglobulin. D. H358 cell
extracts were immunoprecipitated with anti-p-catenin specific or anti-TCF4, antibodies rabbit
or mouse IgG were used as negative controls. Axin 2 promoter was used a binding region

control. E. H3K36me3 was used as a positive control for the chromatin immunoprecipitation.
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F. ChIP assay with primers around the TCF4 predictive binding site number 3 present on Syk
promoter were used to amplify to detect the DNA in the immunoprecipitate. The fold
enrichment was calculated as ratio of 29T values of the immunoprecipitate with anti-p-catenin
and rabbit IgG control or anti-TCF4 and mouse IgG. The histogram represents the mean + SEM
of six independent ChIP assays. Significance was determined by Student’s t test: *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Considérations méthodologiques et résultats complémentaires

Nos travaux dans les cellules H358 (voir article) ont mis en évidence des liens
fonctionnels entre Syk, la B-caténine et Vavl. Comme notre objectif principal était d’établir le
différentiel de la signalisation impliquant ces protéines entre le systeme hématopoiétique et le
systeme ¢épithélial, nous avons initi¢ un travail avec ce trio dans des cellules d’origine
hématopoiétique. Nous avons choisi comme modele d’étude les cellules de Leucémie
Lymphoide Chronique (LLC). La LLC est une hémopathie des lymphocytes B CD5+
caractérisée par I’accumulation de lymphocytes B matures dans le sang, la moelle osseuse et
les tissus lymphoides secondaires. Affectant généralement le sujet agé, la progression clinique
de cette maladie est variable, certains patients présentent une forme indolente qui ne nécessite
pas de traitement alors que d’autres ont une forme progressive qui requiert une thérapie. Parmi
les traitements développés et actuels, certains ciblent la signalisation du BCR et permettent un
ralentissement de la progression de la maladie. L’ibrutinib, inhibiteur de BTK, entraine une
chasse des cellules leucémiques des tissus lymphoides secondaires comme les ganglions vers
la circulation périphérique (de Rooij et al., 2012).

Suite a I’activation du BCR par un antigene, un signalosome constitué de différentes
protéines se met en place pour initier et amplifier le signal extracellulaire transmis. L’activité
du signalosome est régulée par des équilibres entre les différents effecteurs de cette voie de
signalisation. L un des premiers effecteurs mis en jeu dans la transduction du signal du BCR
est Syk qui est activée par phosphorylation par les Src kinases et par autophosphorylation et qui
phosphoryle & son tour de nombreux substrats.

Syk figure parmi les effecteurs ciblés dans la LLC car elle est surexprimée dans les
cellules leucémiques en absence de mutations (Buchner et al., 2010; Le Roy et al., 2012).
Certains de ses partenaires tels que Lyn, BTK, PLCy2, BLNK, sont également dérégulés dans
la LLC (Buchner et al., 2009; Wang et al., 2013). L’ensemble de ces surexpressions conduit a
une potentialisation de la signalisation du BCR traduit par une augmentation de la survie des
cellules B de LLC. Des travaux de notre équipe ont démontré plus finement que les niveaux
d’expression protéique de 1’IgM de surface, de Syk et/ou de Zap70 sont responsables de la
survie des cellules leucémiques. (Le Roy et al., 2012). Par ailleurs, notre équipe a montré que
la B-caténine est un effecteur a travers lequel la signalisation du BCR maintient la survie et la
prolifération des cellules B du lymphome du manteau (LCM)(Lazarian et al., 2020b).

Pour établir notre début de comparaison, nous avons donc commencé a analyser le

partenariat Syk / B-caténine dans une lignée cellulaire B leucémique.
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1. Interaction entre Vavl, Syk et p-caténine dans les cellules B leucémiques.
Tout comme dans les cellules H358, nous avons souhaité mettre en évidence
I’interaction possible entre Syk, B-caténine et Vavl par co-immunoprécipitation dans une lignée

cellulaire représentative de la LLC : la lignée Mecl. Cette lignée a été établie a partir de la
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Figure 22: Co-IP entre Syk, B8-caténine et Vavl dans la lignée Mecl. Les différentes
immunoprécipitations sont réalisées a partir d’un mg de protéines totales dans la
lignée cellulaire Mec1 et sont révélées par Western blot avec les anticorps indiqués.

croissance spontanée de cellules LLC immortalisées par le virus Epstein-Barr (EBV) (Rasul et
al., 2014; Stacchini et al., 1999).

Comme I’indique la figure 22, I’immunoprécipitation de la [-caténine montre un
enrichissement considérable en B-caténine mais surtout des bandes associées correspondantes
a Vavl et Syk et absentes dans la condition contrdle IgG. Par ailleurs, on retrouve bien une co-
immunoprécipitation de Vavl avec Syk comme décrite précédemment dans la littérature
(Deckert et al., 1996).

Ces résultats indiquent que Syk, B-caténine et Vavl peuvent interagir dans un méme complexe
protéique et ce, dans des cellules B leucémiques. Pour autant, la co-immunoprécipitation ne
permet pas d’affirmer que cette interaction ne fait pas intervenir d’autres partenaires méme si
des interactions directes entre Syk/B-caténine et Vavl/B-caténine ont été mis en évidence
(Bhardwaj et al., 2018; Razanadrakoto et al., 2015b). Il est intéressant de noter que 1’on détecte
une interaction entre les trois partenaires en absence de stimulation, et tout particulierement
celle du BCR. I existe donc un complexe contenant les trois partenaires a 1’état basal dans cette
lignée cellulaire et il serait utile de comparer ces interactions entre 1’état activé et 1’état basal
du BCR.

Un de mes objectifs était la mise en évidence de ce complexe dans les cellules de patients

atteints de LLC et sa régulation en fonction de I’activation du BCR, élément clé de cette
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pathologie. Sil’on considére mes résultats obtenus dans les cellules H358, cette interaction dans
les cellules B de LLC suggere la possibilit¢ d’une régulation des modifications post-
traductionnelles de la B-caténine par Syk. Nous souhaitions également analyser 1’éventuelle
régulation transcriptionnelle du géne Syk par la B-caténine.

Pour ces différents objectifs, nous avons décide de générer des lignées cellulaires de
cellules B exprimant stablement des shRNAs pour dépléter la B-caténine et Syk. Les stratégies

et les résultats préliminaires sont présentés dans la partie ci-dessous.

2. Optimisation de I’extinction de la kinase Syk ou de la -caténine par des

lentivirus dans les lignées leucémiques Mecl et HG3.

Pour obtenir des lignées stables exprimant des ShRNAs diriges contre les ARNm de Syk
ou de B-caténine, nous avons produit et utilisé des lentivirus. Le protocole de production et
d’infection des cellules Mecl et HG3 est présenté a la fin de cette section.

Comme nous avions mis en évidence une co-immunoprécipitation entre les partenaires dans la
lignée Mec1, nous avons souhaité générer ces cellules déplétées en Syk et en B-caténine. Apres
plusieurs essais d’infection, nous avons obtenu plusieurs lignées avec un niveau d’expression

de Syk réduit d’environ 60% (Figure 23, panel A).

A B
~ v
g g + + + Anti-lgM
< <
s 0§ > &
& & ¢ £ X 0 30 60 120 min
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s & & & &
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| — | B-catenin ‘~ o —
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- — —

Figure 23: Mise au point de la déplétion de Syk et B-caténine dans les cellules
Mecl. A. Déplétion de Syk et B-caténine par deux shARN dirigés contre deux
régions différentes des deux protéines respectivement. B. Phosphorylation des
tyrosines apres stimulation du BCR par 20 uL/ml de I’anti-IgM.

En revanche, nous avons obtenu des résultats différents avec les cellules résistantes a la
puromycine et exprimant des shRNAs dirigés contre la B-caténine (Figure 23, panel A). Une
seule déplétion majeure a été mis en évidence une fois au cours de tous nos essais, mais les

cellules sont mortes trés rapidement apres la fin de la sélection. Aprés plusieurs tentatives
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infructueuses, nous avons abandonné la lignée Meclestimant qu’elle n’était peut-étre pas la

plus appropriee.

De plus, nous avons observé que la stimulation du BCR des cellules Mecl par un anti-lgM
n’aboutit pas a I’augmentation significative de la phosphorylation globale des tyrosines mis en
évidence par un anticorps anti-phospho-tyrosine (Figure 23, panel B). Ces expeériences
préliminaires nous ont permis de réaliser que cette lignée cellulaire n’est pas un mod¢le adapté
pour étudier la signalisation du BCR dans la LLC probablement en raison de I’absence de
I’expression de CD79a (Rasul et al., 2014).

Apreés ces difficultés rencontrées avec les cellules Mec1, nous avons décidé de changer
de lignée cellulaire et de travailler avec la lignee HG3 (Quentmeier et al., 2019; Rosén et al.,
2012). Nous avons utilisé avec ces cellules les mémes lentivirus décrits précédemment avec
quelques modifications dans notre protocole d’infection pour obtenir les lignées stables.

Dans un premier temps, nous avons analysé 1’efficacité des shRNAs dans les différentes
lignées par Western-Blot et gqRT-PCR. Le panel A de la figure 3 montre que le niveau
d’expression de Syk est plus faible dans les deux lignées (shSyk-1 et shSyk-2) par rapport a la
lignée contrdle (50% avec le shSyk-1 et de 60% avec le shSyk-2). Cette réduction au niveau
protéique résulte bien de la diminution de la quantité d’ARNm de Syk (40% avec le shSyk-1 et
de 45 % avec le shSyk-2) (Figure 24).

S’il a été possible d’obtenir des lignées avec deux shRNAs dirigés contre I’ARNm de Syk,
I’obtention de lignées déplétées en B-caténine est restée inefficace comme pour les cellules
Mecl. Au cours de nos expériences nous avons remarqué que le niveau d’expression de la -
caténine est trés faible dans les cellules B primaires et lignées (HG3 et Mecl) par rapport aux
cellules épithéliales. Il est possible qu’éteindre ce faible niveau d’expression dans ces cellules
soit létal et que nous avons sélectionné des cellules qui ont trouvé le moyen de ne pas éteindre
I’expression de la PB-caténine. L’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques et/ou des
approches d’inhibition transitoire sont sans doute des stratégies plus appropriées pour 1’étude

de la B-caténine dans ces cellules.
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Figure 24: Déplétion de Syk et B8-catenine dans la lignée HG3. A. Vérification par Western blot
de la déplétion stable de B-catenine ou de Syk par différents shARN. B. Analyse de |'expression
de Syk par Western blot et qRT-PCR.

Avec I’établissement de ces lignées stablement déplétées en Syk, nous avons juste pu
débuter la caractérisation du role de Syk dans 1’état de phosphorylation de la B-caténine et

d’établir un lien fonctionnel entre les deux protéines.
3. Syk module la phosphorylation de la -caténine sur la Y142 en aval du
BCR.

Les modifications post-traductionnelles de la B-caténine sur ses différents résidus (Ser,
Tyr, Thr ou Lys) sont essentielles a ses différentes fonctions ainsi qu’a sa localisation cellulaire.
Nous avons montré que Syk est impliquée dans la phosphorylation de la Y142 de la B-caténine
aussi bien dans les cellules H358 que HEK293T. Ces résultats sont en accord avec une étude
publiée récemment qui montre que Syk est une des kinases responsables de la phosphorylation
du résidu Y142 dans un modele de glioblastome (Bhardwaj et al., 2018). Dans notre objectif
principal de comparaison de cellules épithéliales et de cellules B, nous avons analysé la
phosphorylation de la B-caténine en absence de Syk dans des cellules stimulées et non-stimulées
(Figure 25).

Pour contréler I’efficacité de la stimulation avec un anti IgM soluble, nous avons analysé
I’intensification des phosphorylations de Akt et de PLCy2, deux effecteurs majeurs de la voie
du BCR. L’activation de I’axe PLCy2/PKC/MEK/ERK qui active NFAT ou de I’axe PI3K/Akt
contribue a la survie des cellules B. En effet, le résidu Y1217 de PLCy2 est phosphorylé
directement par Syk ou Lyn en aval du BCR (Kim et al., 2004), alors que le résidu S473 de Akt
est phosphorylé par la kinase mTORC2 (Sarbassov et al., 2005).
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Aprés 15min de stimulation du BCR, nous observons bien une augmentation de la
phosphorylation de Akt (résidu S473) et PLCy2 (résidu Y1217) aussi bien dans les cellules
déplétées en Syk que dans les cellules contrdles. En revanche, la phosphorylation de PLCy2

- - + + Anti-IgM
& & < &
S & & &
g g g &
Plonppil e A G b s P-PLCY
S — PLCy

B e P-Akt

T— " ——— T—— Akt
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Figure 25: Modulation de la phosphorylation de la tyrosine 142 de la 6-caténine par Syk suite
a une stimulation antigénique. Analyse par Western Blot des niveaux de phosphorylation
des protéines dans les cellules HG3 stimulées par 20ug/ml d’anti-IlgM pendant 15min. Les
anticorps sont indiqués sur la figure et la GAPDH est utilisé comme contréle de la quantité
de protéine.

dans les cellules dépourvues de Syk est significativement diminuée par rapport aux cellules
controles.

Ces résultats suggerent que la phosphorylation de PLCy2 sur la Y1217 dépend de 1’activation
de Syk alors que la phosphorylation de Akt sur la S473 est indépendante de Syk ou bien
I’absence de Syk est récompensée par une autre kinase alternative qui pourrait activer la voie
de PI3K.

Concernant la B-caténine, on retrouve une faible stabilisation au bout de 15 min de stimulation
dans les cellules contrdles. De plus, nous avons observé que cette stabilisation est maintenue en
absence de Syk suite a la stimulation ou non des cellules. Montrant que Syk pourrait avoir un
réle de régulateur négative sur la stabilisation de la B-caténine indépendamment de I’activation
de BCR. Cependant, la stimulation antigénique des cellules contréles aboutit a une
augmentation importante de la phosphorylation de la f-caténine sur son résidu Y142 a I’inverse

de la stimulation des cellules déplétees en Syk. Ces resultats indiquent donc que la tyrosine
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kinase Syk est nécessaire a la phosphorylation de la B-caténine sur le résidu Y142 en aval du
BCR dans les cellules B et de méme que les cellules épithéliales Syk serait la kinase responsable
de cette phosphorylation.

L’ensemble de ces résultats montre un lien entre la B-caténine et Syk en aval de la signalisation
du BCR dans les cellules B de LLC et suggére 1’existence d’une inter-régulation entre les deux

protéines et qui nécessite une étude plus approfondie.

4. Matériels et méthodes utilisés dans I’étude complémentaire

Culture cellulaire

Les lignées cellulaire Mecl et HG-3 proviennent des patients atteints de leucémie a cellules B
chronique (LLC). Les cellules sont cultivées respectivement dans le milieu IMDM (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium) et RPMI 1640 complémenté avec 10% de sérum de veau feetal,
1% de glutamine et 1% de pénicilline et de streptomycine (PAA). Les lignées cellulaires sont
maintenues en culture en atmosphére humide a 37°C et 5% de CO2.

La stimulation des cellules par des anti-IgM solubles

Les cellules sont mises en culture dans une plaque de 24 puits. La solution d’anti-IgM Fab’2
(Affinitipure Fab’2 fragment Donkey anti-human IgM Fc 5u Fragment spécifique minimal) est
directement ajoutée dans les puits contenant les cellules HG3 (20pug/ml). La plaque est ensuite
incubée a 37°C et a 5% de CO2.

Transfection et production de lentivirus

La production de virus et I'infection des lignées MEC1 et HG-3 s’est déroulé selon le protocole
suivant. L’agent de transfection Trans-IT (Mirus) a été utilisé pour transfecter les cellules 293T
par les différentes constructions plasmidiques (ShSCR pLKO.1, sh Syk pLKO.1 ou sh B-
caténine pLKO.1 cotransfecté avec pPCMVARS.2 et pPCMV-VSV-G (ratio 8 :1)) pour permettre
la génération de particules virales. Les virus ont été collectés 48 heures apres la transfection
dans le surnageant des cellules 293T. Les surnageants contenant les particules virales ont été
centrifugés avec 6x10° cellules HG-3 par condition pendant 90 min a 2400 rpm en présence
de 6 pug/ml de polybréne. Les cellules ainsi infectées sont ensuite mises en culture pendant 24h
puis sélectionnées avec 2 ug/ml de puromycine.

Co- immunoprécipitation avec des billes magnétiques

L’immunoprécipitation est réalisée a partir Img de protéines. Le lysat est incubé avec des billes
magnétiques (Pure ProteomeTM Protein A and Protein G magnetic Beads, Millipore) pendant
1H & 4°C (Etape de Pre-Clear). D’autre part, les anticorps (4 pg) sont couplés aux billes
magnétiques pendant 1H a température ambiante. Aprés centrifugation, les extraits sont
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transférés dans de nouveaux tubes puis incubés avec les billes magnétiques couplés aux
anticorps a 4°C toute la nuit. Les billes sont ensuite lavées 3* fois dans du tampon de lyse puis
les protéines sont dénaturées (10 minutes a 90°C) dans du Laemmli 2X (0.5 Tris-Hcl pH 6.8,
glycérol, 20% SDS, 1% bleu de bromophénol et 10% DTT). La révélation des protéines
immunoprécipitées s’effectue par Western Blot.

Western blot

Les cellules sont lysées dans un tampon contenant 50mM Tris-HCL pH 7,4, 1% NP40, 1mM
EDTA, 150 mM NaCl, ImM DTT et des inhibiteurs de protéases (1ug/ml pepstatine, I1mM
PMSF, lug/ml leupeptine et lug/ml d’aprotinine). Les concentrations en protéines sont
déterminées avec le kit de dosage Pierce TM BCA Protein Assay (Thermo Scientific).

Apres denaturation a 95°C pendant 5 minutes, les échantillons sont migrés a 150 volts sur un
gel de polyacrylamide dénaturant a 8% dans un tampon TG-SDS (Euromedex). Les protéines
sont ensuite tranférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond C-super, Amersham)
pendant 1h15 dans un tampon de transfert TG (Tri-Glycine) (TG et 20% éthanol) a 100 volts.
Apres transfert, la membrane est saturée dans du lait ou de 1’albumine de sérum bovin dilués a
5% dans du TBST-Tween 0.2% pendant 30 minutes a température ambiante.

La membrane est ensuite hybridée avec les différents anticorps primaires pendant une nuit a
4°C. Apres trois lavages dans du TBST-Tween 0.2%, la membrane est ensuite incubée pendant
45 minutes en présence d’anticorps secondaire couplé a I’HRP (Horse Radish Peroxidase,
Biorad) dilué au 1/10000éme dans du lait 5% TBS-Tween 0.2%. Aprés plusieurs lavages, les
protéines d’intérét sont révélées par chimioluminescence (clarify, Biorad) et les images sont
acquises avec le Chemidoc (Biorad).

RT-PCR quantitative

Les ARN cellulaires totaux sont isolés en utilisant le kit RNeasy Mini (Qiagen). Aprées dosage,
des ADNc sont générés a partir d’1pg d’ARN en utilisant le kit iScript™ cDNA Synthesis
(Biorad). La rétro-transcription est réalisée dans un Thermocycler selon le programme suivant
: 25°C pendant 5 minutes, 42°C pour 30 minutes et 85°C pour 5 minutes.

Les PCR quantitatives sont réalisées avec le PowerUp™ SYBR Green Master Mix 2X (Applied
Biosystems, Life technologies) avec les ADNcdilués au 1/10°™ et les amorces spécifques a
3UM. Les conditions de PCR étaient les suivantes : 95°C pendant 10 minutes, 40 cycles de
dénaturation pendant 15 secondes a 95°C et d’hybridation/élongation pendant 1 minute a 60°C
dans un appareil de type Step One Plus Real-Time PCR (Applied Biosystems, Life

Technologies).
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Discussion et perspectives

L’objectif initial de ma thése était de caractériser I’interaction entre trois protéines Vavl,
Syk et la B-caténine dans des cellules épithéliales pour mieux comprendre 1’impact de
I’expression ectopique de Vavl et de ses partenaires et ainsi le comparer au role exercé dans le
systéeme hematopoiétique. Pour répondre a ces objectifs, nous avons utilisé la lignée cellulaire
de carcinome pulmonaire H358 puis les lignées cellulaires leucémiques HG3 et Mecl. Nous
avons pu montrer que Vavl, Syk et la B-caténine interagissent dans les différentes lignées et
nous avons mis en évidence entre les trois partenaires des liens de régulation qui ouvrent de

nouvelles perspectives.

1. Le trio Vavl, Syk et p-caténine : similitudes et différences entre cellules
épithéliales et hématopoiétiques.

Dans un premier temps, nous avons observeé la co-expression de Vavl et Syk dans des
lignées de carcinomes pulmonaires. Parmi ces lignées se trouve la lignée H358 dans laquelle
nous avions montré I’interaction entre Vavl et la B-caténine (Razanadrakoto et al., 2015a) et
nous avons ensuite mis en évidence une interaction entre Syk et Vav1l ; partenariat clé identifié
préalablement dans les cellules hématopoiétiques (Deckert et al., 1996). Si une interaction est
retrouvée dans les deux types cellulaires, le mode d’action semble différer. Nos données
montrent que Syk ne phosphoryle pas que la tyrosine régulatrice Y174 de Vavl comme dans le
systeme hématopoiétique (Deckert et al., 1996). Si I’on analyse la phosphorylation globale des
tyrosines de Vavl, la déplétion de Syk ou son inhibition pharmacologique indiquent bien que
Syk phosphoryle d’autres résidus que la Y174. Des analyses bio-informatiques préliminaires
sur le site Phosphonet (http://www.phosphonet.ca) prédisent que Syk pourrait phosphoryler
Vavl sur les tyrosines régulatrices Y142 et Y160 dans le domaine AC, les résidus Y604 et
Y836 dans les domaines SH3 et le résidu Y844 dans le domaine SH3 C-terminal. Les résidus
Y142, Y160 constituent avec la Y174 le trio des tyrosines régulatrices historiques de I’activité
GEF et la Y836, via le domaine C-SH3, contribue a la régulation de I’activité de Vavl (Barreira
et al., 2014; Lopez-Lago et al., 2000). A I’inverse, le(s) role(s) des résidus Y604 et Y844 n’ont
jamais été étudiés. Il serait donc intéressant d’analyser, en utilisant des mutants, la
phosphorylation potentielle de ces tyrosines par Syk aussi bien dans des cellules épithéliales
qu’hématopoiétiques. Cette approche renforcerait notre hypothése que I’activation de Vavl1 par

Syk peut différer en fonction de son expression tissulaire et renseignerait sur les mécanismes
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d’activation de cette protéine adaptatrice. Nos données suggérent donc que la relation entre Syk
et Vavl est plus complexe que ce que I’on estimait jusqu’a présent et les perspectives proposées
pourraient éclaircir les connexions entre les deux protéines.

Parallélement, comme nous avions identifié la -caténine comme nouveau partenaire de
Vav1l, nous nous sommes naturellement interrogés sur une eéventuelle interaction entre Syk et
la B-caténine. Comme pour Vavl précédemment, nous avons pu montrer que Syk et la -
caténine co-immunoprécipitent montrant 1’existence d’un trio Vav1-Syk-B-caténine dans les
lignées etudiées. La caractérisation des domaines d’interaction entre les différents partenaires
et la clarification de I’importance de Vavl dans cette interaction sont dignes d’intérét. Il a
d’ailleurs été montré par 1’équipe du Dr Judit Herreros et grace a 1’utilisation de protéines
purifiées que Syk et la B-caténine interagissent indépendamment de la présence d’autres
protéines (Bhardwaj et al., 2018). Pour autant, Vavl pourrait faciliter cette interaction.
L’utilisation de formes tronquées des protéines, sous réserve que la conformation soit respectée,
dans des cellules dépourvues de Vavl et de Syk permettrait de répondre a cette question
fondamentale et de nous renseigner sur la formation/stabilisation du complexe.

Pour caractériser fonctionnellement cette interaction, nous avons étudié I’impact de la
déplétion de Syk et de Vavl sur les modifications post-traductionnelles de la B-caténine dans
la lignée H358. Parmi les modifications analysées, la phosphorylation de la Y142 est sans doute
une des plus intéressantes en relation avec Syk et Vavl. Son implication a été montrée a la fois
dans la déstabilisation des jonctions d’adhérence par une diminution de la liaison B-caténine /a-
caténine mais aussi dans la transcription (Brembeck et al., 2006; Weng et al., 2019). Dans nos
expériences, la déplétion de VVavl et/ou de Syk ainsi que I’inhibition pharmacologique de Syk
entrainent une diminution de la phosphorylation de la Y142. Comme Syk est une tyrosine
kinase, il était plausible de lui attribuer la phosphorylation de la Y142. Au cours de ce travail,
une autre équipe a d’ailleurs montré que Syk phosphoryle bien ce résidu en lien avec la division
cellulaire des astrocytes (Bhardwaj et al., 2018). Pour confirmer nos résultats, nous avons
surexprimé la forme sauvage de Syk, une forme mutée abolissant son activité kinase et la forme
sauvage de Vav1l dans les cellules HEK293T. Les résultats obtenus nous ont permis de conclure
que la phosphorylation de la Y142 est bien induite par Syk et qu’étonnamment la présence de
Vavl potentialise cette derniere. Vavl, en tant que protéine adaptatrice pourrait faciliter le
rapprochement entre Syk et la B-caténine. D’autre part, une étude dans des cellules de cancer
du sein montre que Syk peut phosphoryler également la B-caténine sur le résidu Y30 et que
cette modification participe au maintien de I’intégrité des jonctions épithéliales (Kassouf et al.,
2019).
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De ce fait, la phosphorylation de la B-caténine par Syk apparait plus complexe et pourrait
impliquer plusieurs résidus tyrosines. Par défaut d’anticorps, il serait intéressant d’analyser par
spectrométrie de masse la phosphorylation de 1’ensemble des tyrosines de la B-caténine
susceptibles d’étre phosphorylées par Syk. Une telle analyse permettrait une meilleure
caractérisation de I’interaction d’une part entre ces deux protéines et d’autre part les
conséquences sur l’activation des différentes voies de signalisation engendrées par cette
interaction.

Comme notre objectif était de comparer le trio dans des cellules épithéliales et
hématopoiétiques, nous avons vérifié I’interaction entre les trois protéines dans des cellules B.
Comme dans les cellules épithéliales, les trois protéines co-immunoprécipitent dans des lignées
B. Nous avons aussi généré des lignées de cellules B (HG3) déplétées pour Syk afin d’étudier
plus finement le lien entre les protéines. Nous avons observé que la stimulation antigénique du
BCR induit la stabilisation de la B-caténine dans les cellules B. Cette stabilisation a d’ailleurs
aussi été montrée récemment dans les cellules de lymphome du manteau (Lazarian et al.,
2020a). Nous avons également observé que la déplétion de Syk induit la diminution de la
phosphorylation de la Y142 suite a la stimulation antigénique. Ces données préliminaires
suggerent que Syk peut phosphoryler la B-caténine sur la Y142 dans les cellules B a I’image
des cellules épithéliales. Néanmoins, ces résultats sont a confirmer par ’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques de Syk (notamment le R406). Il est maintenant nécessaire de comprendre les
conséquences fonctionnelles de cette phosphorylation notamment s’il y a des modifications de
la localisation de la B-caténine, de son interaction avec différents facteurs de transcription et
par conséquent de son activité transcriptionnelle.

Si un lien avec la voie de signalisation initiée par le BCR semble acquis méme s’il reste
a le caractériser plus finement, il est possible que la modification de la B-caténine par Syk soit
déclenchée par d’autres récepteurs membranaires. En effet, Syk participe a la polarité et a la
migration des cellules B en réponse a la stimulation des récepteurs CXCR4 par la chimiokine
CXCL12 (Matsusaka et al., 2005). L’accumulation nucléaire de la B-caténine est induite par
I’activation du récepteur CXCR4 dans des cellules épithéliales méme si cette cascade de
signalisation et les effecteurs ne sont pas encore bien caractérisés (Song et al., 2015; Tang et
al., 2019; Wang and Ma, 2007). La B-caténine, comme le CXCR4, est impliquée dans la
migration des cellules B (de Gorter et al., 2007; Janovska and Bryja, 2017; Montresor et al.,
2018) mais il n’a jamais été¢ démontré que ’activation de la voie CXCR4 pourrait aboutir a
I’accumulation de la B-caténine. Syk pourrait &tre un lien commun, dans les cellules épithéliales

et hématopoiétiques, entre le récepteur CXCR4 et la stabilisation de la B-caténine suggérant
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I’existence d’un axe CXCR4-Syk-B-caténine qui pariciperait a 1’adhérence et a la migration

cellulaire.

2. La régulation transcriptionnelle de Syk (et stabilisation ?) par la -

catenine

La littérature est riche sur la dualité fonctionnelle de Syk dans les cancers : Syk peut
jouer le role d’oncogéne ou de suppresseur de tumeur en fonction du type de cancer (Krisenko
and Geahlen, 2015). L’ensemble de ces études repose principalement sur ’analyse des
fonctions de la protéine (activité kinase, partenaires, voie de signalisation) et non pas sur la
régulation de sa transcription. Nous pouvons aujourd’hui apporter notre contribution a la
compréhension de la régulation transcriptionnelle de Syk. Mon travail de thése montre que Syk
est un gene cible de la B-caténine. En effet, nous avons observé une diminution de 1’expression
de ’ARNm de Syk dans les cellules H358 déplétées en B-caténine. Cette régulation est permise
par la fixation de la B-caténine et de I’un de ses cofacteurs, le facteur de transcription TCF4, sur
deux sites présents dans le promoteur de Syk. Néanmoins, la B-caténine pourrait réguler
I’expression de Syk via d’autres cofacteurs de transcription comme FOXO, NF-kB ou encore
HIF 1o (Bouaziz et al., 2016; Essers et al., 2005; Lazarian et al., 2020a; Valenta et al., 2012) car
le promoteur de Syk contient des sites potentiels de fixation de ces facteurs de transcription
(https://epd.epfl.ch). Les dérégulations de 1I’expression de Syk observées dans les cancers sont
majoritairement liées a une régulation épigénétique (hyperméthylation) de son promoteur (Ma
et al., 2010; Shin et al., 2014; Wang et al., 2004) et trés peu d’études abordent cette régulation
par I’analyse de facteurs de transcription (Gao et al., 2018; Oda et al., 2018). Un examen plus
détaillé de la régulation du promoteur aussi bien dans les cellules épithéliales
qu’hématopoiétiques permettra de mieux comprendre la régulation de 1’expression tissu-
spécifique.

Au cours de ce travail, nous avons observé que la déplétion de la B-caténine, dans des
cellules dépourvues de Syk, altere aussi la détection de la protéine Syk exprimée a partir d’un
plasmide exogéne ; I’hypothése que I’on peut émettre sur la base de ce résultat est que 1’absence
de B-caténine aurait également un impact sur la stabilité de Syk. En effet, I’inhibition observee
n’est alors pas reliée a ’activité transcriptionnelle de la -caténine sur le promoteur de Syk.
Nous n’avons cependant pas pu vérifier cette hypothése par manque de temps. Parmi les
systemes de dégradation, le protéasome représente la principale voie de protéolyse cellulaire
(Zheng and Shabek, 2017) et de régulation de la stabilité de Syk (Rao et al., 2002). Parmi les
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protéines assurant plusieurs fonctions cellulaires, le facteur de transcription OCA-B est
important pour la différenciation des cellules B et il a la capacité d’interagir avec Syk. Non
seulement OCA-B peut réguler les premiers évenements de la signalisation intracellulaire par
interaction directe avec Syk, mais il peut aussi fonctionner classiguement comme un facteur de
transcription (Siegel et al., 2006). Dans des mod¢les murins, cette association est d’ailleurs
marquée par 1’inhibition de la phosphorylation sur la Y317 (Y323 chez I’'Homme) ce qui
entraine une stabilisation de Syk. En effet, la phosphorylation de ce résidu par la Src-kinase
Lyn entraine le recrutement de c-cbl qui a son tour provoque la dégradation de Syk par le
protéasome (Sada et al., 2000). En résumé, I’interaction du facteur de transcription OCA-B avec
Syk induit une altération de sa phosphorylation et la stabilisation de la kinase en inhibant sa
dégradation par le protéasome. Ces observations nous permettent d'envisager un mécanisme
similaire dans la régulation de la stabilité de la protéine Syk par la B-caténine dans les cellules

B illustrant une régulation aussi bien au niveau protéique que transcriptionnel.

3. Vavl, Syk et p-caténine : un complexe cytoplasmique et/ou nucléaire ?
Suite a I’identification du complexe Syk-Vav1-p-caténine dans notre systeme cellulaire,
nous avons étudié certaines fonctions cytoplasmiques de ce dernier. Nous avons pu montrer
I’implication de ce complexe dans la régulation de 1’activation des petites GTPases qui controle
la migration cellulaire, la modulation des modifications post-traductionnelles de la -caténine
dans les cellules épithéliales mais également en aval de la signalisation du BCR dans les cellules
hématopoiétiques. L’ensemble de nos données illustre principalement des fonctions
cytoplasmiques de ce complexe. Pour autant, on ne peut pas exclure que ce complexe ait
également une implication dans des fonctions nucléaires. L’implication de la signalisation
passant par Vavl, Syk et B-caténine dans I’expression des genes a été décrite dans plusieurs
modéles pathologiques (Fernandez-Zapico et al., 2005; Sun et al., 2017). A I’inverse de Syk et
Vavl, ’activité transcriptionnelle de la -caténine a été bien inventoriée (Anthony et al., 2020;
Valenta et al., 2012). Néanmoins, plusieurs études montrent que Vavl et Syk interagissent
également avec des protéines nucléaires et participent a des complexes transcriptionnels
(Bertagnolo et al., 2011; Houlard et al., 2002; Wang et al., 2003). L’implication de Vav1 dans
la régulation de la transcription a été démontrée pour la premiere fois dans des cellules
hématopoiétiques. Dans ce systéme Vavl est retrouvé dans un complexe transcriptionnel actif
comprenant NFAT et NF-xB (Houlard et al., 2002). Récemment, une étude a montre que Syk

interagit avec le facteur de transcription YY1 et régule négativement I’expression de SNAI2
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dans des cellules épithéliales (Gao et al., 2018). Ces données confirment et demontrent non
seulement le role de cofacteur de transcription de la B-caténine mais également de Syk et Vav1.
Nos résultats et ’ensemble de ces arguments nous permettent donc de suggérer que le complexe
protéique Syk-Vavl-B-caténine jouerait un role clé dans la régulation de 1’expression de
certains genes dans les deux systéemes cellulaires méme si ceux-ci restent a identifier. Pour
tenter de mettre en évidence une co-régulation tripartite ou bipartite, 1’utilisation de
I’immunoprécipitation de la chromatine couplée au séquengage (ChIP-Seq) pourrait étre
envisagée pour déterminer 1’ensemble des promoteurs reconnus par le trio ou les duos.

Bien que nous n’ayons pas détecté de modification significative de la translocation
nucléaire, nous pouvons également discuter de I’implication du complexe Syk-Vav1-f-caténine
dans d’autres fonctions nucléaires. Il a été proposé que la forme activée de Racl controle la
translocation nucléaire de la B-caténine (Wu et al., 2008) et que cette méme forme favorise
I’interaction entre TCF/Lef et la B-caténine (Cavazza and Vernos, 2015; Fagotto, 2013;
Jamieson et al., 2015). Nous proposons que le complexe Syk/Vavl puisse activer Racl au
niveau de la membrane plasmique et permette le passage d’un pool de B-caténine dans le noyau
et ce de maniére associée a Racl dans certains types cellulaires. Bien que ces mécanismes de
translocation soient complexes a mettre en évidence, il serait intéressant de mieux comprendre

comment ces trois protéines transitent d’un compartiment cellulaire a un autre.

4. Le complexe Syk-Vavl- p-caténine : importance pour la tumorigénése ?

Nous avons montré une implication de Vavl, de Syk et de la B-caténine dans la
régulation de la migration mais également de I’invasion des cellules H358 via 1’activation
spécifique des petites GTPases Racl et Cdc42. Nos résultats sont d’ailleurs similaires a ceux
obtenus dans des cellules de cancer du pancréas ou I’expression ectopique de Vavl favorise la
migration et I’invasion via I’activation des GTPases Racl et cdc42 (Razidlo et al., 2015). Ces
fonctions de Vavl ont été précédemment décrites par plusieurs équipes et dans plusieurs
modeles (Katzav, 2015). De méme, Syk peut favoriser la migration des kératinocytes
(Fotheringham et al., 2012) et sa surexpression dans les cellules du carcinome squameux
SIHNO11 augmente la migration associée a 1’activation de PLCy1 (Luangdilok et al., 2007).
Cependant, un role opposé de Syk a aussi été révélé dans plusieurs études. Le rble suppresseur
de tumeur a été mis en évidence historiqguement dans les cellules de cancers de sein (Coopman

et al., 2000). Plus précisément, Syk contribuerait au maintien de 1’intégrité épithéliale des
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glandes mammaires via la phosphorylation des protéines des jonctions cellulaires telles que :
pl20-caténine, B-caténine, E-cadhérine. La déplétion de Syk dans les cellules de carcinome
mammaire favorise la migration des cellules cancéreuses et son absence dans des glandes
mammaires de souris altere la stabilisation des jonctions cellulaires en perturbant le complexe
E-cadhérine/Caténine (Kassouf et al., 2019). Dans le mélanome, Syk induirait un arrét du cycle
cellulaire et inhiberait I’acquisition d’un phénotype migratoire et invasif associé a la formation
de métastase (Bailet et al., 2009; Emilien, 2016). Si la dualité de Syk est établie, la question
pour Vavl continue de se poser. Une des maniéres d’y répondre serait d’évaluer les roles de ce
partenariat dans des cellules de mélanomes qui expriment Vavl (Bartolomé et al., 2006).
L’importance de la -caténine, notamment au sein de la voie Wnt, est décrite dans la
progression tumorale de nombreux cancers (Galluzzi et al., 2019; Martin-Orozco et al., 2019).
Pour autant, toutes les modalités, Wnt-dépendantes ou Wnt-indépendantes, de sa contribution
au phénotype cancéreux ne sont pas encore totalement caractérisées. Notre hypothése est que
le trio Vav1-Syk-B-caténine participe au phénotype tumoral, que ses fonctions peuvent étre
dépendantes du tissu et de la localisation du complexe et qu’elles ne peuvent étre résumées a
des effet pro-tumoraux. En effet, on ne peut négliger la dualité de Vavl et de Syk et il reste a

déterminer plus finement I’impact de ces deux acteurs sur la tumorigénese.

En conclusion générale, 1’originalité de notre travail porte sur la caractérisation du trio
Vav1-Syk-B-caténine dans un modele de cancer d’origine épithéliale et dans un modéle
d’hémopathies. Il illustre la complexité et la dualité des fonctions de certaines proteines. Ces
données ouvrent de nombreuses perspectives pour permettre de déterminer plus finement les
fonctions de ce trio dans les pathologies cancéreuses pour mieux les définir comme cibles

thérapeutiques potentielles.
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Résumé :

La prolifération cellulaire incontrélée caractérisant les pathologies tumorales implique
tout particulierement des dérégulations de voies de signalisation cellulaire. Les protéines Vavl,
Syk et B-caténine comptent parmi les effecteurs importants de signalisation dont I’expression
et/ou I’activité sont dérégulées dans les cellules cancéreuses. Ce travail de thése a porté sur
I’étude des liens fonctionnels entre Vavl, Syk et la B-caténine dans une lignée cellulaire de
carcinome pulmonaire. Nous avons montré que dans ces cellules Syk interagit avec Vavl mais
que la kinase phosphoryle le facteur d’échange sur des résidus différents de ceux des cellules
hématopoiétiques. Syk, comme Vavl, interagit avec la B-caténine ; elle module certaines de ses
modifications post-traductionnelles ainsi que 1’expression de certains de ses genes cibles. Les
trois protéines sont impliquees dans la régulation de la migration cellulaire via les GTPases
Racl et Cdc42. Par ailleurs, nous montrons que le géne Syk est un nouveau gene cible de la -
caténine avec I’identification de deux sites de fixation du complexe B-caténine/TCF4 sur son
promoteur. En conclusion, nos travaux identifient et caractérisent le trio Vav1, Syk et B-caténine
dans des cellules épithéliales comme dans les cellules hématopoiétiques. Nos données
permettront d’établir un différentiel des fonctions de ce trio entre les deux types cellulaires pour
mieux appréhender leurs rdles dans la tumorigénese.

Mots clés : Syk, Vavl1, B-caténine, cancer, signalisation.

Abstract :

Cancers are usually characterized by uncontrolled growth and spreading of tumour cells.
Particularly, such dysfunctions are linked to deregulation of cell signaling pathways. Vavl, Syk
and [-catenin are among the important signaling effectors of which expression and / or activity
are deregulated in cancer cells. This PhD project aimed at establishing the functional links
between Vavl, Syk and B-catenin in a lung carcinoma cell line. We demonstrated that in these
cells Syk interacts with VVav1 but the kinase phosphorylates the exchange factor at sites different
from those in hematopoietic cells. Syk, like Vavl, interacts with B-catenin and both modulate
several post-translational modifications of the factor as well as the expression of target genes.
The three proteins are involved in the regulation of cell migration though the activation Racl
and Cdc42 GTPases. Furthermore, we describe Syk as a new target gene for f-catenin with the
identification of two binding sites for the f-catenin / TCF4 complex on Syk promoter. In
conclusion, our work contributes to the identification and the characterization of the trio Vavl,
Syk and B-catenin in epithelial cells as already described in hematopoietic cells. Our data allow
establishing differential functions for this trio between the two cell types in order to better
understand their roles in tumorigenesis.

Key words: Syk, Vavl, B-catenin, cancer, cell signaling
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