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« Ciliary Neutrophic Factor »

« CONtrolled MyeloFibrosis study with Oral JAK inhibitor Treatment »

Peptides pénétrants les cellules
Facteur de croissance
Domaine de liaison a TADN
Cellule dendritique

Domaine de dimérisation
Deélétion

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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DMSO
DNMT3A
E

EC
EPO
ERK
FDA
FERM
FL
FLT 3
Fs
G-CSF
GEF
GH
GIV
GM:-CSF
GMP
Grb2
GSK3
GWAS
His
HIV-1
HPla
HSC
IFN

IGF-1
IKZF1
IL
ILK
iNK
Ins
IPTG
IR

Diméthylsulfoxide

DNA méthyltransférase 3A

Acide glutamique

Cellules endoth¢liales

Erythropoiétine

« Extracellular signal-Related Kinase »

« US Food and Drug Administration »

« Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moezin »
Ligand du FLT3

« Fms-Like Tyrosine kinase 3 »
Frameshift/décalage du cadre de lecture
Granulocyte-colony stimulating factor
Facteur d’Echange de Guanine/ Guanine Exchange Factor
Hormone de croissance

Gar-interacting vesicule associated protein
Granulocyte-macrophage-colony stimulating factor
Progéniteur monocyte-granulocytaire
Growth factor receptor bound protein
Glycogen synthase kinase

Genome-Wide Association Studies
Etiquettes histidine

Virus d'immunodéficience humaine-1
Protéine répresseur de I'hétérochromatine la
Cellule souche hématopoiétique
Interféron

Immunoglobuline

Insulin Growth Factor-1

IKAROS zinc finger protein 1
interleukine

Kinase associée aux intégrines

Immature Natural killer

Insertion

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

Récepteur a I'insuline
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IRS Insulin Receptor Substrat

JAK Kinases Janus

JH Région d’homologie a JAK

M Juxtamembranaire

JNK c-Jun N-terminal Kinase

K Lysine

KI Insertion Kinase

KIR Kinase Inhibitory Region

KIT Récepteur au SCF

L Leucine

LB Lysogeny Broth

LIF Leukemia Inhibitory factor

LLA-B Leucémie lymphoblastique aigué des précurseurs B
LMA Leucémie myéloide aigué

LNK-EQ LNK-E208Q

LNK-GR LNK-G152R

LPR Récepteur a la leptine

LT-HSC Cellule souche hématopoiétique a long terme
LZ Leucin zipper

M-CSF Macrophage- colony stimulating factor
MAPK Mitogen-activated protein kinase

MDP Progéniteur macrophage-dendritique

MEK MAP (ERK) kinase

MEP Progéniteur mégacaryocyte-€rythrocytaire
MFP Myélofibrose primitive

MPL Myeloproliferative Leukemia virus proto-oncogene
MPP Progéniteur multipotent

NES Séquence d’export nucléaire

NF1 Neurofibromatosis 1

NGF Nerve Growth Factor

NK Natural killer

NLS Séquence de localisation nucléaire

NMP Néoplasmes myéloprolifératifs

NPH Région N-terminale incluant le domaine PH de LNK
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NRAS Neuroblasma RAS

Nter Extremité amino - terminale

OMS Organisation mondiale de la santé
OSMR Récepteur a 'oncostatine M

PBS phosphate buffered saline

PDGF Platelets-derived growth factor

Ph Chromosome Philadelphie

PH Domaine d’homologie a la Pleckstrine
Ph- Négatif pour le chromosome Philadelphie
Ph- Négatif pour le chromosome Philadelphie
PI3K Phospho-Inositide-3 Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4-5 biphosphate
PIP3 Phosphatidylinositol-3-4-5 triphosphate
PKA Protéine Kinase A

PolyR Poly Arginine

Pré-B Précurseur unipotent de lymphocyte B
PréT Précurseur unipotent de lymphocyte T
PRLR Récepteur a la prolactine

PRMT5 Arginine methyltransférase

PSM Proline-rich; PH and SH2 domain-containing signaling Mediator
PTB Phosphotyrosine-binding domain

PTP Famille de protéines PhosphoTyrosine Phosphatase
PTP Domaine catalytique phosphatase

PV Polycythémie vraie

Q Glutamine

R Arginine

R Récepteur

RING Really Interesting New Gene

ROS Reactive Oxygen Species

RTK Récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase
RUNX1 Runt-related transcription factor 1

S Sérine

SCF Stem Cell Factor

SH2 Domaine d’homologie a Src 2
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SH2-B
SH2-L
SH3
SHC
SHP
SNP
SOCS
SOS-1
ST-HSC
STAT

TAD
TAT
TCR
TE
TET2
TI-2
TKB

TPO

TYK2

UBA

VCAM-1

Sl

Src homology 2-B

Domaine similaire au domaine d’homologie a Src 2
Domaine d’homologie a Src 3

Src homology and collagen homology
SH2-containing phosphatases

Polymorphisme

Suppressor Of Cytokines Signaling

Son of sevenless-1

Cellule souche hématopoiétique a court terme
Signal Transducers and Activators of Transcription
Thréonine

Domaine d’activation transcriptionnelle
Trans-Activator of Transcription

Récepteur a antigéne des cellules T
Thrombocytémie essentielle

Ten eleven translocation member 2

Antigéne thymus-indépendant du type 2
Tyrosine Kinase Binding

Tumor Necrosis Factor

Thrombopoiétine

Tyrosine kinase 2

Ubiquitin associated

Valine

Vascular Cell Adhesion Molécule-1
Tryptophane

Phénotype sauvage

(Chap II) résidu quelconque

(Chap IV) codon stop

Tyrosine
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AVANT-PROPOS

Mon projet de thése a consisté en I'étude de la protéine adaptatrice LNK dans le
systéme hématopoiétique, dans des contextes physiologique et pathologiques, afin d’envisager
son utilisation comme outil thérapeutique pour certaines maladies hématopoiétiques. Ce projet
s'est déroul¢ au sein du laboratoire INSERM U978 « Adaptateur de signalisation en
hématologie » (ASIH) a I'Université Paris 13 de Bobigny, dans le département « Santé,
Médecine et Biologie Humaine » (SMBH).

L’homéostasie du systéeme hématopoiétique nécessite une régulation trés précise pour
assurer une production controlée des différents lignages hématopoiétiques. Dans un contexte
physiologique, l'adaptateur LNK régule négativement le développement des cellules
hématopoiétiques, telles que les mégacaryocytes, érythrocytes et progéniteurs B. Sa fonction
dans le développement lymphoide et myéloide a été mise en évidence par I'invalidation de son
géne chez la souris. En effet, ces souris Lnk” présentent une splénomégalie associée a une
fibrose ainsi qu’une augmentation importante du nombre de cellules souches
hématopoiétiques, de progéniteurs lymphoides B et myéloides (érythrocytaires et
meégacaryocytaires). De plus, ces cellules montrent également une hypersensibilité a plusieurs
cytokines dont la thrombopoiétine et I'érythropoiétine. Ceci induit une stimulation anormale
des voies de signalisation activées par ces cytokines, notamment les voies JAK/STAT et MAPK.
Par ailleurs, le phénotype de ces souris Lnk”" ressemble aux caractéristiques cliniques observées
chez les patients atteints de Néoplasmes Myéloprolifératifs (NMP), suggérant 'implication de
LNK dans le développement de ces pathologies. Ceci a finalement été confirmée par la
découverte de mutations et de polymorphismes du géne LNK dans les NMP et également dans
les Leucémies Lymphoblastiques Aigués de précurseurs de cellules B. Toutefois, le mécanisme
par lequel LNK régule 'activation de ses partenaires, dont la tyrosine kinase JAK2, et les effets
des mutations sur son géne dans le développement de ces hémopathies, n’est pas clairement
défini a ce jour.

Nos précédents travaux sur la caractérisation moléculaire du complexe LNK/JAK2, ont
identifi¢ deux sites de liaison entre JAK2 et LNK. En effet, LNK se lie 2 JAK2 principalement
par son domaine SH2, et par un nouveau site de liaison, sa région N-terminale. L’association de
ces deux protéines par ce dernier site se fait de maniére plus importante avec la forme mutée de

la kinase retrouvée chez les patients atteint de NMP, JAK2-V617F, qu’avec la forme sauvage,
JAK2-WT.

Ainsi, au cours de ma these, j’ai mené des analyses structurales et fonctionnelles sur le
site de liaison a partir de la région N-terminale de LNK afin de définir son role dans la

régulation du complexe LNK/JAK2.

Mes travaux ont montré, pour la premiére fois, la fonction inhibitrice de la région N-

terminale de LNK sur lactivation de JAK2. De ce fait, I'objectif final de ma these fut de
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développer une stratégie, en utilisant des peptides pénétrants, ou la région N-terminale de LNK
serait un inhibiteur spécifique de la forme mutée JAK2-V617F, chez les patients atteints de
NMP.

Ce manuscrit vous dévoilera mes années d’études sur ce projet. Il débute par une breve
description de I’hématopoiese et sa régulation, plus particulierement par des protéines
régulatrices. J’ai poursuivi par la description du role des adaptateurs la famille LNK dans le
systéme hématopoiétique, ainsi que dans d’autres systémes. Ensuite, puisque LNK est fortement
impliquée dans le développement de plusieurs pathologies humaines, les principales
caractéristiques cliniques et moléculaires des maladies dans lesquelles son role s’est avéré clé,
ont été décrites. Enfin, la derniére partie décrit les approches thérapeutiques utilisées pour le
traitement de ces hémopathies et 'enjeu des peptides pénétrants dans le développement d’un
traitement. Mes résultats sont ensuite présentés sous forme d’'un article a soumettre
prochainement et de résultats supplémentaires, et sont suivis d’'une discussion générale sur le
mécanisme par lequel LNK régule lactivit¢ JAK2 dans des contextes physiologique et
pathologique.
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Le systeme hématopoiétique

I. Origine et développement des cellules hématopoiétiques

L’hématopoiese est I'ensemble des mécanismes impliqués dans la production de cellules
sanguines. Elle débute par D'établissement d’'un microenvironnement spécifique favorisant
l'auto-renouvellement et la différenciation des cellules souches, progéniteurs et précurseurs
hématopoiétiques en passant par des mécanismes moléculaires induisant la prolifération et/ou

la survie des cellules hématopoiétiques matures.

Chez les mammiferes, l'initiation de ’hématopoiése précoce est extra-embryonnaire et
débute par la migration de cellules mésodermiques dans le sac vitellin. Les cellules produites a
cette étape donnent naissance a des progéniteurs bipotents qui se différencient en érythrocytes
primitifs nucléés et en cellules endothéliales formant des vaisseaux primitifs. L’hématopoiese
précoce se poursuit ensuite dans 'embryon en migrant dans I'aorte dorsale, plus exactement
dans la région Aorte-Gonades-Mesonephros ou a lieu la formation de cellules qui induiront
I’hématopoiese définitive. Ces cellules coloniseront le foie foetal, ce qui favorisera la maturation
et 'expansion des cellules avant 'établissement de '’hématopoiese définitive dans la moelle

osseuse (Huang et al., 2007).

L’hématopoiese définitive, aprés la naissance, est initiée par des cellules souches
hématopoiétiques (HSC) de la moelle osseuse (Figure 1). Elles sont indifférenciées et
caractérisées par leur capacité d’auto-renouvellement, de quiescence et de différenciation en
tous types de cellules hématopoiétiques, ce sont des cellules multipotentes (Huang et al., 2007).
Toutefois, leur capacité d’auto-renouvellement s’amoindrit au cours de leur différenciation. A
I'origine de 'hématopoiese, se trouvent des HSC a longterme (LT-HSC) ayant une capacité
d’auto-renouvellement illimitée et la plus forte activité multipotente. Ces cellules restent
quiescentes jusqu’a leur activation par des stimuli environnementaux lors d’une régénération
physiologique d’un tissu, de la compensation d’une perte de sang ou suite a2 un processus
pathologique. Apres activation, elles entament leur auto-renouvellement et leur différenciation
en réalisant une division cellulaire symétrique ou asymétrique. Lors d’'une division symétrique,
les deux cellules filles sont identiques a la cellule meére, contrairement a la division asymétrique
ou seule 'une des cellules filles sera identique a la cellule mére, participant au maintien du
systéeme hématopoiétique, et I'autre cellule fille débutera sa différenciation en cellule sanguine.
Deux hypothéses ont été proposées pour expliquer la différenciation cellulaire des HSC. La
premiére, propose une distribution inégale des déterminants cytoplasmiques, et la deuxieéme,
propose que des signaux extrinséques du microenvironnement local induisent différentes
destinées pour les deux cellules filles identiques. Ainsi, la division cellulaire des LT-HSC induit
la production de cellules filles dites HSC a courtterme (ST-HSC). Ces cellules multipotentes
sont maintenant engagées dans la différenciation et ont une capacité d’auto-renouvellement
courte, de l'ordre de quelques semaines. Les ST-HSC se divisent, a leur tour, pour se
différencier en cellules appelées progéniteurs multipotents (MPP). Sous l'influence de différents

facteurs, les MPP se divisent, perdent leur potentiel d’auto-renouvellement et deviennent des
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Le systeme hématopoiétique

progéniteurs oligopotents, capables de se différencier et de s’engager en différents lignages

hématopoiétiques (Huang et al., 2007).

Ainsi, les MPP donnent naissance a deux types de progéniteurs oligopotents, les
progéniteurs lymphoides communs (CLP) (Kondo et al., 1997) et les progéniteurs myéloides
communs (CMP) (Akashi et al., 2000). Identifiés par ces équipes chez la souris, ces progéniteurs
ont une capacité de prolifération diminuée, compensée par une capacité de différenciation

augmentee.

Les CLP sont les premiéres cellules engagées dans le lignage lymphoide (Kondo et al., 1997).
Selon les signaux recus par ces progéniteurs, leur division forme les précurseurs unipotents des
lymphocytes B (pré-B), des lymphocytes T (pré-T) et des cellules « Natural Killer » (iNK,
immature NK) qui se différencieront en lymphocyte B, T et en cellules NK.

Quant aux CMP, ils générent des progéniteurs monocyte-granulocytaire (GMP) et des
progéniteurs mégacaryocyte-érythrocytaires (MEP). La division cellulaire des GMP donne
naissance aux progéniteurs macrophage-dendritique oligopotents (MDP) et aux précurseurs des
cellules granulocytaires (Akashi et al., 2000). Les MDP vont, par la suite, former les précurseurs
monocytaires et dendritiques qui se différencieront respectivement en macrophages et cellules
dendritiques. Cependant, il a été montré que les cellules dendritiques (DC) peuvent aussi avoir
une origine lymphoide (Iwasaki and Akashi, 2007). Quant aux précurseurs granulocytaires, ils
se différencient en mastocytes, neutrophiles, éosinophiles et basophiles. En ce qui concerne les
MEDP, leur division formera les précurseurs mégacaryocytaires et les précurseurs érythrocytaires

(réticulocytes) qui se différencieront respectivement en plaquettes et en érythrocytes (Fiedler.K,

2012).
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Le systeme hématopoiétique
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Figure 1 : Schéma de ’hématopoiése définitive chez '’homme

Les cellules souches hématopoiétiques a longterme (LT-HSC) se divisent en cellules souches
hématopoiétiques a court-terme (SH-HSC) qui forment des progéniteurs multipotents (MPP). Par la
suite, les MPP donnent des progéniteurs lymphoides communs (CLP) qui se différencient en
précurseurs lymphocytes B (pré-B), T (pré-T) et en « Natural killer » (NK) immatures. D’autre part, les
MPP se différencient en progéniteurs myéloides communs (CMP) afin de produire des progéniteurs
mégacaryocyte-érythrocytaires (MEP) et des progéniteurs monocyte-granulocytaires (GMP). Les MEP se
différencient d’une part en mégacaryocytes puis plaquettes et d’autre part en réticulocytes puis
érythrocytes. Les GMP se différencient en mastocytes, en myélocytes neutrophiles (N), éosinophiles (Eo)
et basophiles (BaP) et en progéniteurs macrophage-dendritique (MDP). Les MDP se différencient en
précurseurs dendritiques (pré-DC) et monocyte qui formeront des cellules dendritiques et des
macrophages. D’aprés la banque d’images Servier Medical Art et le livre « Hematopoiesis - Science and
Practice », chapitre « Mechanisms controlling hematopoiesis » (Fiedler.K, 2012)
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Le systeme hématopoiétique

II. Régulation de 'hématopoiese par les principales

cytokines du systeme

La durée de vie des cellules sanguines étant de quelques heures a quelques semaines,
I’hématopoiese, dite basale ou normale, a lieu tout au long de la vie de 'organisme afin de
maintenir un nombre constant de cellules pour chaque lignée. Lorsque 1’hématopoiese est
déclenchée par une blessure ou une maladie, elle est appelée hématopoiese d’urgence. Ces deux
types d’hématopoiese sont régulés par différents mécanismes moléculaires stimulés par des
facteurs hématopoiétiques humoraux tels que des cytokines contrdlant des réponses biologiques

importantes.

Le terme cytokine inclut des molécules telles que les interleukines (IL), les facteurs de
croissances (CSF : Colony-Stimulating Factor), les chimiokines, les hormones polypeptidiques
et d’autres facteurs. Elles peuvent agir de maniére autocrine, paracrine ou endocrine et
possedent plusieurs propriétés. En effet, elles ont la capacité d’agir en synergie avec d’autres
cytokines, ce qui est nécessaire au développement des cellules hématopoiétiques. Elles sont
pléioptropes, c’est-a-dire qu’'une méme cytokine peut avoir plusieurs actions sur différentes
cellules cibles. Enfin, différentes cytokines peuvent exercer un méme effet sur le méme type

cellulaire, c’est la capacité de redondance.

Les cytokines sont divisées en plusieurs catégories selon leur role dans I’hématopoiese
normale (CSF) ou dans '’hématopoiese d’urgence suite a une infection (les interférons : IFN),
une blessure ou une transplantation (IL, les facteurs de nécrose (TNF : Tumor Necrosis Factor)
(Metcalf, 2008). Elles peuvent également étre classées selon leur lignage cible. Certaines
cytokines ne sont pas spécifiques d’une lignée donnée et agissent au niveau des étapes précoces
de I'hématopoiese (Figure 2).

Le "Stem Cell Factor" (SCF), la thrombopoiétine (TPO), le ligand au récepteur "Fms-Like
Tyrosine kinase 3" (FLT3), I'IL-3 et I'IL-6 agissent en synergie afin de réguler l'auto-
renouvellement, la quiescence, la survie, la prolifération et la différenciation des HSC. Ceci est
possible grice a lexpression des récepteurs de ces cytokines sur les cellules souches et
progéniteurs hématopoiétiques, le récepteur « Myeloproliferative Leukemia virus proto-
oncogene » (MPL) de la TPO, le récepteur FLT3, le récepteur Kit pour le SCF et les récepteurs

aux interleukines 3 et 6.

En plus de sa forme soluble, le SCF existe sous forme membranaire. Cette forme du SCF
agit comme une molécule d’adhésion, permettant de maintenir les HSC dans la moelle osseuse.
Cette cytokine joue principalement un role dans la motilité, 'auto-renouvellement et la survie
des HSC (Kent et al., 2008). Le SCF agit en synergie avec d’autres cytokines, citées dans ce
chapitre, pour stimuler 'expansion des cellules. Quant a la TPO, elle permet de maintenir la
quiescence des HSC, toutefois, elle stimule aussi l'expansion de ces cellules en cas

d’hématopoiese d’urgence, suite, par exemple, a une transplantation. Ceci suggere qu’elle joue
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un role sur le cycle cellulaire, probablement dii au microenvironnement des cellules (Bersenev
et al.,, 2008 ; de Graaf and Metcalf, 2011). Le ligand du FLT3 (FL), outre son role sur les
cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques, régule le développement des cellules
dendritiques. De plus, il a été montré chez la souris que les progéniteurs multipotents
exprimant FLT3 ne se différencient qu’en cellules lymphoides et que les souris sauvages ayant
recues une injection de FL ont un nombre de progéniteurs mégacaryocyte-érythrocytaires
diminué. La cytokine FL agit en synergie avec I'IL-7 afin de stimuler le développement

lymphoide.

L'IL-6, en plus de son action sur les HSC, participe au développement des cellules T et a la
différenciation des cellules T cytotoxiques, des macrophages et des mégacaryocytes. Quant a
I'IL-3, elle agit aux étapes précoces de ’hématopoiese. Elle fait partie des cytokines appelées
CSF, regroupant aussi le "granulocyte-macrophage-colony stimulating factor" (GM-CSF), le
"granulocyte-colony stimulating factor" (G-CSF) et le "macrophage- colony stimulating factor"
(M-CSF). Le GM-CSF a, en particulier, un effet pléiotropique sur les cellules hématopoiétiques
puisqu’il agit comme un facteur de croissance des MEP en synergie avec d’autres cytokines et
des progéniteurs granulocytaires pour la maturation et prolifération des neutrophiles,

éosinophiles et des macrophages (Brown et al., 2015 ; Iwasaki and Akashi, 2007).

D’autres cytokines ont une fonction restreinte a un lignage spécifique donné et sont
nécessaires a 'acquisition de caractéres de maturation spécifique (Figure 2). L’interleukine 7 est
un facteur déterminant pour les progéniteurs lymphoides B et T chez la souris et pour la lignée
T chez ’homme (Blom and Spits, 2006). La différenciation des CLP se fait, en partie, grice a
I'IL-7 qui agit en synergie avec d’autres cytokines, telles que I'IL-15 nécessaire a la production
des NK et I'IL-2 pour les lymphocytes T. En ce qui concerne la lymphopoiése B chez '’homme,
elle est principalement co-stimulée par I'IL-6 et 'lL-4 pour stimuler la différenciation des
progéniteurs B (Metcalf, 2008). Différentes cytokines peuvent également agir sur les CMP afin
qu’ils se différencient en GMP. Sous l'influence du G-CSF et de I'IL-5, ces progéniteurs se
différencient en éosinophiles, basophiles et neutrophiles. L'IL-3 en synergie avec le SCF stimule
la différenciation des GMP en mastocytes (Okayama and Kawakami, 2006), et le M-CSF
entraine leur différenciation en macrophages (Metcalf and Burgess, 1982). D’autre part,
I'érythropoiétine (EPO) étant responsable de la survie, de la prolifération et de la
différenciation des progéniteurs érythroides, est cruciale pour la lignée érythrocytaire (Wu et al.,
1995). Quant a la TPO, elle agit en synergie avec I'IL-3 et le SCF afin de stimuler la
différenciation des CMP en MEP (Metcalf, 2008). En effet, la TPO permet de stimuler la
mitose des progéniteurs mégacaryocytaires tardifs et la maturation des mégacaryocytes. De ce
fait, elle joue un role important et majeur dans la mégacaryopoiése et par conséquent, dans la
production des plaquettes, appelée thrombopoiese. Cependant, il semble qu’elle n’a aucun effet

sur la libération des plaquettes (Kuter, 2013).
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Figure 2 : Régulation de I'hématopoiése définitive par les cytokines chez 'homme

SCF: Stem Cell Factor ; TPO : Thrombopoiétine ; FL: FLT3 ligand ; IL: Interleukine ; GM-CSF :
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor ; M-CSF : Macrophage Colony Stimulating Factor ;
G-CSF : Granulocyte Colony Stimulating Factor ; EPO : Erythropoiétine. D’aprés la banque d’images
Servier Medical Art et le livre « Hematopoiesis - Science and Practice », chapitre « Mechanisms
controlling hematopoiesis » (Fiedler.K, 2012)
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Les voies de signalisation des cytokines impliquées dans I'hématopoiese

I. Les voies de signalisation des récepteurs aux cytokines

A. Les récepteurs aux cytokines

Les effets biologiques des cytokines sont associés a leurs récepteurs spécifiques, présents a la
surface des cellules cibles. Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires exprimées en
faible nombre, environ 500 a 2000 récepteurs par cellule. La plupart des cellules
hématopoiétiques présentent simultanément a leur surface différents récepteurs de cytokines, ce
qui explique les effets redondants de différents facteurs sur une méme lignée cellulaire. Les
récepteurs aux cytokines semblent dériver d’un géne ancestral qui s’est dupliqué et modifié au
cours de I'évolution. Ces récepteurs ont donc été classés dans une méme famille appelée la

« superfamille des récepteurs aux cytokines »

I existe plusieurs types de récepteur (R) aux cytokines, classés selon leurs
analogies structurales : les récepteurs aux hématopoietines (type 1), les récepteurs aux
interférons (types 1), les récepteurs des TNF (type III) et les récepteurs de la superfamille des
immunoglobuline (Ig) (type IV) (Taniguchi, 1995). Les cytokines régulant ’hématopoiese

utilisent principalement les récepteurs de type I discutés dans cette section.

Les récepteurs de type I sont composés d’'une région extracellulaire comportant des motifs
de quatre résidus cystéine conservés, induisant la formation de pont disulfure intra-récepteur et
des motifs W-S-X-W-S (W : tryptophane, S: sérine, X: résidu quelconque) qui permettent
I'interaction des récepteurs avec leurs ligands. Pour certains récepteurs, cette région peut aussi
contenir des motifs fibronectine de type III ou encore des domaines « Ig-like ». Les récepteurs de
type | se caractérisent par I'absence d’activité tyrosine ou sérine/thréonine kinase intrinséque
dans leur domaine intracellulaire. A défaut, ils possedent deux motifs nommés « box 1 » et
« box 2 » essentiels a la fonction des récepteurs puisqu’ils permettent I'association de différentes
molécules de signalisation, notamment des protéines tyrosine kinases cytoplasmiques (décrites

dans la section suivante) qui controlent la transmission du signal en aval (Figure 3A).

Par ailleurs, certains de ces récepteurs, existe sous forme transmembranaire, mais aussi sous
forme de protéines solubles (IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, G-CSF, «leukemia inhibitory
factor (LIF) », hormone de croissance (GH) et les « ciliary neutrophic factor » (CNTF)) (Rose-
John et al., 2006). Les récepteurs de type I sont divisés en quatre groupes en fonction du
nombre de sous-unités et/ou des sous-unités en commun (Figure 3B). Tous partagent une
chaine o, permettant l'interaction avec une cytokine spécifique et une ou plusieurs sous-unités
induisant la transduction du signal, excepté pour les récepteurs aux hormones assimilées aux

cytokines. De ce fait, les trois groupes contiennent des récepteurs hétérodimériques.

Ainsi, les récepteurs du premier groupe, représentés par le récepteur a I'IL-2 (IL4R, IL-7R,
IL9R et IL-15R), possedent une chaine y (IL-2-Ry partagée par tous les récepteurs de ce groupe)
en plus d’'une chaine o et/ou B. Les chaines y et B permettent la transduction du signal. Le

récepteur a I'[L-2 est le seul a posséder trois sous-unités.
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Les récepteurs du deuxiéme groupe, représentés par le récepteur a I'lL-3 (GM-CSFR, IL-5R),
ont une chaine f en commun, aussi appelée gp140, permettant la transduction du signal. Cette

chaine [ est liée a une chaine a.

Le troisieme groupe de récepteurs est représenté par le récepteur a 'IL-6 (IL-11R, IL-12R,
LIFR, CNTFR, récepteur a 'oncostatine M (OSMR). Ces récepteurs ont en commun une
chaine B, appelée gp130, étant la sous-unité permettant la transduction du signal et couplée a

une chaine o.

Le quatrieme groupe est celui des récepteurs aux hormones assimilées aux cytokines
composés d’'un monomere (EPOR, MPL, G-CSFR, GHR, récepteur a la prolactine (PRLR) et
leptine (LPR)) (Baker et al., 2007). Ces récepteurs forment des homodimeéres mais leur

signalisation est spécifique pour chaque cytokine.

Ainsi, le fait que ces récepteurs aient en commun la sous-unité de transduction du signal
permettant d’induire une réponse biologique, explique en partie la propriété de redondance de

certaines cytokines.
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A © Iglike
== Résidus cystéine conservés
® Motif W-SX-W-S
() Fibronectine de type III
@ Boxl
Box 2
0 Région intracellulaire
IL2R B, y IL-6R a, B
IL3R a, B G-CSFR a
IL4R a GM-CSFR a
IL-7R a
EPOR
MPL
B
N Chaine Chaine B N
Chaine y ¢p140 ep130 Monomére
[} v a
IL-2R GM-CSF IL-6R EPO
IL4R IL-3R IL-11R MPL
IL-7R IL-5R IL-12R G-CSFR
IL9R LIFR GHR
IL-15R CNTFR PRLR
OSMR LPR

Figure 3 : Schéma des récepteurs aux cytokines de Type I

A) Composition des chaines des récepteurs de type 1. B) Classification selon les structures
multimériques. De gauche a droite : récepteurs ayant en commun la chaine y et utilisant la chaine o
et/ou [ ; récepteurs ayant en commun une chaine 3, appelée gp140, liée a une chaine o ; récepteurs

ayant en commun une chaine [, appelée gp130, liée a une chaine o ;récepteurs aux hormones

assimilées aux cytokines composés d’'un monomeére. D’aprés Baker et collaborateurs et Taniguchi et

collaborateurs (Baker et al., 2007 ; Taniguchi, 1995).
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B. Les protéines de signalisation a domaines fonctionnels

non-catalytiques

La liaison du ligand a son récepteur (aux cytokines, a activité tyrosine kinase ou a I'antigéne)
induit la dimérisation du récepteur et la phosphorylation de ses résidus tyrosine qui servent
alors de sites d’ancrage de molécules de signalisation. Ces molécules peuvent avoir différentes
fonctions : enzymatiques (kinases ou phosphatases), adaptatrices ou d’autres fonctions
biologiques spécifiques (E3 ligases, phospholipases...). Elles peuvent posséder un ou plusieurs
domaines fonctionnels dépourvus d’activité catalytique grace auxquels elles s’associent aux
récepteurs, formant ainsi des complexes de signalisation responsables de I'activation et de la

régulation des voies en aval de ces récepteurs (Figure 4) (Pawson and Scott, 1997).

L'un des principaux domaines fonctionnels non-catalytiques permettant des interactions
protéine-protéine est le domaine d’homologie a Src 2 (SH2), initialement identifi¢ dans la
protéine tyrosine kinase Src. Ce domaine est constitué d’une centaine d’acides aminés dont
environ un tiers est fortement conservé entre tous les domaines SH2 identifiés et caractérisés
jusqu’a présent, ce qui donne a tous les domaines SH2 une structure semblable. Contrairement
a d’autres modules de liaison, le domaine SH2 fonctionne spécifiquement dans la signalisation
dépendante des protéines tyrosine kinases du fait de sa spécificité pour des résidus tyrosine
phosphorylés. En effet, ce domaine reconnait un court motif contenant un résidu tyrosine (Y)
phosphorylé suivi de trois a cinq résidus en carboxyle (C)-terminal. Cette séquence d’acides
aminés, présente apres le résidu tyrosine phosphorylé donne la spécificité des domaines SH2
pour ses différentes cibles phosphorylées. A titre d’exemple, le récepteur tyrosine kinase Kit
posséde plusieurs tyrosine phosphorylables capables de fixer différentes protéines a domaine
SH2 induisant différentes fonctions biologiques. Deux d’entre elles, la Y567 et Y569, localisées
dans la région régulatrice juxtamembranaire sont respectivement suivies de la séquence valine-
tyrosine-isoleucine (pY567-V-Y-I) et isoleucine-asparagine-proline (pY569-1-D-P). Le domaine
SH2 des kinases de la famille Src, permettant I'activation de la voie SCF/Kit, reconnait la
séquence autour de pY569, tandis que le domaine SH2 de I'adaptateur LNK, un inhibiteur de
cette voie, reconnait la séquence autour de la pY567 (Shivakrupa and Linnekin, 2005 ; Simon
et al., 2008). Ainsi, le domaine SH2 permet la régulation des interactions protéine-protéine en
facilitant la relocalisation réversible des protéines, ce qui joue un role important dans la

propagation des signaux activés par les protéines tyrosine kinases (Machida and Mayer, 2005).

Le domaine « phosphotyrosine-binding domain » (PTB) reconnait également les résidus
tyrosine phosphorylés. Contrairement au domaine SH2, le domaine PTB reconnait
spécifiquement la séquence de cinq a huit acides aminés précédant le résidu tyrosine
phosphorylé. Ce domaine a été initialement identifié dans la protéine adaptatrice « Src
homology and collagen homology » (SHC) et par la suite, dans d’autres molécules de
signalisation telles que les adaptateurs Insulin Receptor Substrat (IRS) et Downstream Of

tyrosine Kinases (DOK) ou dans des protéines d’ancrage permettant le recrutement de

29



Les voies de signalisation des cytokines impliquées dans I'hématopoiese

molécules de signalisation additionnelles. Le mode de liaison des domaines PTB est treés
différent de celui des domaines SH2. En effet, les domaines PTB peuvent également
reconnaitre des séquences non-phosphorylées contenant des résidus tyrosine, ce qui confirme

I'importance de la séquence précédant la tyrosine dans la spécificité de ce domaine (Wagner et

al., 2013).

Il existe d’autres domaines présents dans les molécules de signalisation qui reconnaissent
d’autres résidus que la tyrosine. L'un de ces domaines est le domaine d’homologie a Src 3
(SH3), d’environ 50 acides aminés. Il s’associe principalement a des séquences peptidiques
riches en résidus proline. Le role principal de ce domaine est de former des complexes
protéiques fonctionnels, notamment avec le cytosquelette, dans des sites subcellulaires précis.
Les protéines peuvent avoir plusieurs domaines SH3, comme c’est le cas des protéines « growth
factor receptor bound protein 2 » (Grb2) et Vav, permettant ainsi leur association avec des

ligands distincts et donnant lieu a des réponses biologiques différentes (Pawson and Scott,

1997).

Le domaine d’homologie a la Pleckstrine (PH) s’associe aux groupes chargés des
polyphosphoinositides spécifiques. Il peut ainsi réguler la localisation intracellulaire des
protéines de signalisation a la membrane plasmique, favorisant ainsi linteraction de ces
protéines avec leurs partenaires. De cette facon, les protéines régulatrices via leurs domaines PH
peuvent coupler leurs effets aux phosphatidyl inositol kinases, phosphatases inositol et de

phospholipases afin de réguler la signalisation intracellulaire (Lemmon, 2007).

Certains de ces domaines fonctionnels peuvent étre situés au sein d’'une méme molécule de
signalisation, ce qu’il leur permet d’agir en synergie et controler l'activation de plusieurs
protéines cibles. Ainsi, les domaines fonctionnels non-catalytiques permettent d’'un coté, la
régulation d’un signal 2 un temps et un site donné¢, et d’'un autre coté, 'amplification de ce

signal en couplant un récepteur activé a de nombreuses voies de signalisation.
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Figure 4 : Exemple de protéines contenant des domaines fonctionnels sans activité catalytique

N-terminal (N) ; C-terminal (C); Domaine d’interaction avec la membrane (I); Domaine unique
(unique) ; Domaine d’homologie a Src 2 et 3 (SH2 et SH3) ; Domaine régulateur (R) ; Domaine Four-
point-one, Ezrin, Radixin, Moezin (FERM) ; Domaine phosphatase (PTP); Domaine tyrosine kinase
binding (TKB) ; Domaine Really Interesting New Gene (RING) ; Région riche en proline (Pro) ; Région
leucin zipper et domaine ubiquitin associated (LZ/UBA) ; Domaine d’homologie au collagéne 1 et 2

CH2) ; Domaine phosphotyrosine binding (PTB); Motif Kinase Inhibitory Region

(KIR) ; Domaine de dimérisation (DD); Domaine d’homologie a la pleckstrine (PH); Domaine N-

terminal (N-ter) ; Domaine de liaison a 'TADN (DBD) ; Domaine de transactivation (TAD).
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C. La voie de signalisation JAK/STAT

Bien que les récepteurs de types I soient dépourvus d’activité catalytique, la fixation d’une
cytokine a son récepteur méne a ’lhomodimérisation, '’hétérodimérisation ou 1'oligomérisation
de celuici. Cette association induit un changement conformationnel des récepteurs et la
phosphorylation immédiate de leurs résidus tyrosine, créant ainsi des sites d’ancrages pour de
nombreuses molécules de signalisation adaptatrices ou effectrices (Robb, 2007). Ceci montre
que des protéines tyrosine kinases cytoplasmiques sont étroitement associées aux récepteurs de
cytokines et qu’elles sont responsables de la transmission des signaux en aval du récepteur. De
ce fait, Pactivation des récepteurs aux cytokines permet le recrutement de plusieurs molécules
de signalisation a la membrane activant différentes voies de signalisation, notamment les voies
JAK/STAT, Src, Ras/MAPK et PI3K/AKT. Seules ces principales voies de signalisation seront

décrites dans cette section.
1. Les tyrosine kinases de la famille JAK

Les membres de la famille des kinases Janus (JAK) se distinguent des autres protéines
tyrosine kinases cytoplasmiques par la présence de deux domaines kinases en tandem, d’ou leur

nom Janus en ’honneur du dieu romain a deux faces (Bernards, 1991; Wilks et al., 1991 ).

Chez les mammifeéres, cette famille est constituée de quatre protéines : JAK1, JAK2, JAK3 et
la « tyrosine kinase 2 » (TYK2), de masse moléculaire entre 120 et 135 kDa. Les génes humains
de ces kinases sont respectivement localisés sur les chromosomes 1p31.3, 9p24, 19p13.11 et
19p13.2. Chez 'homme et la souris, 'expression de ces kinases est ubiquitaire sauf pour la

protéine JAK3 dont I'expression est restreinte aux cellules hématopoiétiques (Ghoreschi et al.,

2009).

Les kinases JAK sont composées de sept régions similaires appelées région d’homologie a
JAK (JH), renommeées par la suite en domaine fonctionnel (Baker et al., 2007; Yamaoka et al.,
2004 ). Les régions JH7 a JH3 représentent la région amino(N)-terminale des kinases contenant
un domaine « Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moezin » (FERM) (JH7-JH6) et un domaine
assimilé au domaine SH2 (SH2-ike) (JH5-JH4). Le domaine FERM permet aux kinases
d’interagir constitutivement avec les motifs « box1 » et « box2 » des récepteurs aux cytokines,
tandis que la fonction du domaine SH2-like n’est pas encore clairement défini. Ils sont suivis de
la région JH2, appelée le domaine pseudokinase, jouant un réle clé dans la régulation de
lactivité¢ de la kinase. Ce domaine présente une forte homologie avec le domaine kinase,
cependant, il ne posséde pas tous les acides aminés nécessaires a une fonction catalytique
(Wilks et al., 1991). Néanmoins, de récentes études ont permis de mettre en évidence la
fonction d’auto-inhibition du domaine pseudokinase de JAK2, grace a la présence d’une faible
activité catalytique. En effet, il est capable de phosphoryler des résidus tyrosine mais également
sérine impliqués dans la régulation négative de la kinase. Ces résidus sont la sérine 523 et la

tyrosine 570, permettant de maintenir P'activité de JAK2 a I’état basal (Ungureanu et al., 2011).
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Ainsi, le domaine JH2 posséde une double activité tyrosine et sérine (S) kinase, empéchant
d’abord I'autophosphorylation de JAK2 lorsqu’il n’y a pas de stimulation du récepteur, grace a
la phosphorylation de la S523 puis par la phosphorylation de la Y570 (Saharinen et al., 2000).
Cette fonction de JH2 est unique a JAK2 (Figure 5) (Shan et al., 2014). L'importance de 'auto-
inhibition par le domaine JH2 a été mise en évidence par l'identification d’'une mutation
activatrice de JAK2 dans ce domaine sur le résidu valine en position 617 remplacé par un
résidu phénylalanine (JAK2-V617F) dans des pathologies myéloprolifératives. Les conséquences
fonctionnelles de cette mutation seront décrites dans le chapitre IV. Enfin, a I'extrémité¢ C-
terminale se trouve le domaine tyrosine kinase JH1, ayant tous les acides aminés conservés

présents dans les domaines kinases des autres protéines kinases cytoplasmique (Yamaoka et al.,

2004).
2. Les facteurs de transcription STAT

Les protéines Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT) sont a la fois des
transmetteurs de signal et des activateurs transcriptionnels. Cette famille de facteurs de
transcription, inclut sept protéines nommées STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A,
STATS5B et STAT6 qui different dans la longueur de leur région C-terminale, apres épissage
alternatif. Elles ont une structure moléculaire hautement conservée. En effet, elles possedent un
domaine N-terminale permettant I'interaction avec la membrane plasmique, un domaine
d’oligomérisation (coiled-coil) suivi d’'un domaine de liaison a TADN (DBD) et d’'un domaine
« linker ». A Pextrémité C-terminale, elles ont un domaine SH2 et un domaine d’activation
transcriptionnelle (ou domaine de transactivation, TAD) (Figure 5). Le domaine SH2 joue un
role important dans la fonction de ces protéines puisqu’il permet leur interaction avec les
résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs et leur homo/hétérodimérisation. Quant au
domaine TAD, il est impliqué dans la régulation transcriptionnelle des genes cibles. De plus, ce
domaine posseéde des résidus tyrosine et sérine phosphorylables jouant un roéle important dans

la modulation de Pactivité transcriptionnelle des protéines STAT (Dorritie et al., 2014).
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Figure 5 : Structure schématique de JAK2 et des facteurs STAT

Les kinases JAK sont composées de sept domaines d’homologie 4 JAK (JH7 a JH1), regroupés en quatre
domaines fonctionnels: FERM, SH2-like, le domaine pseudokinase et enfin le domaine kinase.
Représentation des principaux résidus sérine (S) et tyrosine (Y) important pour I'activation et la fonction
de JAK2. Structure générale des protéines STAT : la région N-terminale (N-ter), le domaine coiled-coil,
le domaine de liaison a TADN (DBD), le domaine linker, le domaine d’homologie a Src2 (SH2) et le
domaine de transactivation (TAD). Extrémité N-terminale (N) et C-terminale (C).
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3. Activation de la voie JAK/STAT

L’activation des kinases de la famille JAK est une étape essentielle a la transduction du
signal en aval des récepteurs aux cytokines. En effet, plusieurs voies de signalisation stimulées
par les cytokines sont dépendantes des kinases JAK. Les récepteurs ayant en commun la chaine
v, utilisent les kinases JAK1 et JAK3. De plus, JAK1 est aussi essentielle pour les récepteurs
ayant en commun la sous-unité B, gp130. Quant a JAKZ, elle est essentielle pour la signalisation
via les récepteurs aux hormones assimilées aux cytokines et ceux ayant en commun la sous-unité
B, gp140. En revanche, la kinase Tyk2 est plus impliquée dans les voies de signalisation des
récepteurs a [FN et ceux ayant la sous-unité B, gp130 (Yamaoka et al., 2004). Dans cette méme
optique, les membres de la famille STAT peuvent également s’associer a différents récepteurs de
cytokines tout en étant activés par les mémes kinases JAK, ce qui permet la spécificité dans la

transmission du signal et dans la réponse biologique générée (Tableau 1).

La kinase JAK2, via son domaine FERM, est constitutivement liée sous une conformation
inactive aux récepteurs de cytokines, comme c’est le cas pour les récepteurs a 'EPO et a la TPO.
Comme décrit auparavant, cet état inactif de JAK2 est dtt au domaine pseudokinase inhibant
'activation du domaine kinase en cis. Un modele d’auto-inhibition de JAK2 en trans, suggere
que le domaine JH2 d’une protéine JAK2 inhibe le domaine kinase d’une autre protéine JAK2
(Figure 6) (Babon et al.,, 2014). D’autre part, a Pétat inactif, les protéines STAT sont
monomériques et localisées dans le cytoplasme (Figure 7). Lorsqu’une cytokine se fixe a son
récepteur, il se dimérise permettant ainsi le rapprochement des molécules de JAK présentes sur
chaque monomeére. A partir de ce moment, les protéines JAK sont capables de se
transphosphoryler au niveau de leur boucle d’activation sur les résidus tyrosine 1007-1008 du
domaine JH1. Ceci modifie la conformation des kinases et augmente leur activité catalytique.
Les kinases JAK sont ainsi activées, permettant la phosphorylation des résidus tyrosine
impliqués dans la régulation positive de la kinase (tyrosine 221, 637, 813, 868, 966 et 972),
mais aussi la phosphorylation des résidus des domaines cytoplasmiques des récepteurs aux

cytokines et leurs substrats immédiats (Babon et al., 2014).

Les résidus phosphorylés des récepteurs servent ainsi de sites d’ancrage pour différentes
molécules de signalisation, en particulier les facteurs de transcription STAT (Harrison, 2012).
En effet, une fois fixées aux récepteurs, les protéines STAT sont a leurs tours phosphorylées sur
des résidus tyrosine par les kinases JAK. La phosphorylation des résidus tyrosine clés des
protéines STAT permet leur dimérisation par 'intermédiaire de leur domaine SH2. Ainsi,
I’homo- ou hétérodimere de protéines STAT, transloque dans le noyau ou il se fixe au
promoteur de génes cibles spécifiques afin d’induire ou de réprimer leur transcription, résultant

en diverses réponses biologiques (Figure 7).
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Figure 6 : Modeéle d'activation de JAK2

A) Modele de régulation de JAK2 par le JH2 en cis. B) Modele de régulation de JAK2 par le JH2 en trans.
A T'état basale, JAK2 est associée via son domaine FERM et son domaine SH2-like & un monomeére du
récepteur pré-dimérisé. JH2 interagit avec JH1 afin d’inhiber son activation (auto-inhibition) jusqu'a

stimulation du récepteur par cytokine. D’aprés Babon et collaborateurs (Babon et al., 2014)
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Figure 7 : Modeéle d’activation de la voie de signalisation JAK/STAT

L’interaction entre la cytokine et son récepteur induit I'autophosphorylation et I'activation de JAK. La
kinase JAK va phosphoryler le récepteur, créant des sites d’ancrage pour les protéines STAT. A leur tour,
les protéines STAT seront phosphorylées par JAK permettant ainsi leur dimérisation et leur migration
dans le noyau afin de réguler la transcription de génes. D’aprés Haan et coll (Haan et al., 2006)
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4. Role fonctionnel de la voie JAK/STAT

L'importance de la voie JAK/STAT dans les réponses biologiques induites par les
récepteurs aux cytokines a été confirmée par I'analyse des phénotypes de souris invalidées pour
les différentes kinases JAK et facteurs STAT (Tableau 2). Ainsi, I'étude des phénotypes de souris
déficientes pour les kinases JAK a permis de comprendre le role spécifique et/ou redondant des
cytokines. Les souris déficientes en JAK3 et TYK2 développent de séveéres syndromes
d’immunodéficience, suggérant l'implication de ces kinases dans le systéme immunitaire.
Toutefois, les souris déficientes en JAK1 ou JAK2 ne sont pas viables. Les études sur JAK1, chez
I’homme et la souris, ne sont pas aussi nombreuses que pour les trois autres membres de la
famille. Cependant, des études menées sur des cellules dérivées de souris déficientes pour
JAK1, montrent que cette kinase joue un role important dans la lymphopoiese (Ghoreschi et
al., 2009). Afin d’¢étudier le role de JAK2, des souris conditionnelles n’exprimant pas la kinase
de maniére temporaire, ont été générées. Il a été reporté que la délétion de JAK2 a 4 jours ou 2
mois postnatal entraine une sévere insuffisance hématopoiétique et une mort prématurée des
animaux. A I'age adulte, les principales causes de mort dans ces conditions sont 'anémie ou la
thrombocytopénie. Ces résultats montrent que JAK2 joue un role essentiel dans ’hématopoiese
durant la période prénatale et postnatale, notamment pour le développement érythroide et
mégacaryocytaire (Park et al., 2013). De plus, une étude menée sur des souris a I'dge adulte
conclut que la kinase JAK2 est essentielle pour la fonction d’auto-renouvellement des HSC
puisque sa délétion induit une perte de la quiescence des HSC, une augmentation de
I'apoptose conduisant 2 une mort précoce des souris et des défauts des voies de signalisation
utilisant les protéines intermédiaires STAT5, ERK et AKT (Akada et al., 2014).

Afin de déterminer 'importance des protéines STAT, des études ont été menées a 'aide des
souris invalidées pour ces différents facteurs de transcription. L’analyse des phénotypes de ces
souris met en évidence l'importance des facteurs STATI1/2/3/4/6 dans les voies de
signalisation impliquées dans les réponses immunitaire et inflammatoire. En ce qui concerne
les facteurs STAT5 A/B, les souris doublement déficientes pour ces protéines montrent
I'importance de ces facteurs dans la voie de signalisation JAK/STAT induite par cytokines des

cellules lymphoides et dans la mobilisation et la survie des cellules myéloides (Ivashkiv and Hu,

2004).
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Tableau 1 : Les kinases JAK et les facteurs de transcription STAT impliqués dans la signalisation
induite par les récepteurs aux cytokines (Type I).

D’apres Roskoski (Roskoski, 2016)

Cytokines JAK STAT

Type 1, chaine y en commun

IL-2 JAK1/3 STAT3/5
1L-4 JAK1/3 STAT6

IL-7 JAK1/3 STAT3/5
IL-9 JAK1/3 STAT1/3/5
IL-15 JAK1/3 STAT3/5
IL-21 JAK1/3 STAT1/3/5

Type 1, chaine B (gp140) en commun

GM.CSF JAK2 STAT3/5
L3 JAK2 STAT3/5/6
IL5 JAK2 STAT3/5/6

Type 1, chaine B (gp130) en commun

IL-6 JAK1/2, TYK2 STAT1/3
IL-11 JAK1/2, TYK2 STAT3
IL-27 JAK1/2, TYK2 STAT1/2/3/4/5

Type I, cytokines hétérodimériques
IL-12 JAK1, TYK2 STAT4
IL-23 JAK1, TYK2 STAT3/4

Type I, hormones assimilées aux cytokines

EPO JAK2 STATS
TPO JAK2 STAT1/3/5
G-CSF JAK2 STATS

GH JAK2 STAT3/5
Leptine JAK2 STAT3/5
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Tableau 2 : Phénotype des souris KO pour les protéines JAK et STAT

D’apres Babon et collaborateurs et Khwaja (Babon et al., 2014 ; Khwaja, 2006)

Géne invalidé Viabilité

Les kinases de la famille JAK

Jakl Létal
Jak2 Létal
Jak3 Viable
Tyk2 Viable

Les facteurs de transcription STAT

Statl Viable
Stat2 Viable
Stat3 Létal

Stat4 Viable
Stat5a Viable
Stat5b Viable
Stat5a/b Viable
Stat6 Viable

Phénotype

Mort due a un défaut de signalisation au niveau

neurologique et défaut de production de thymocyte
Défaut de I'érythropoiese

Développement du SCID, défaut de maturation des cellules
B dans la moelle osseuse, taille de la rate et du thymus

diminuée, défaut de fonctionnement des lymphocytes T

Défaut de réponse immunitaire des macrophages et des

lymphocytes T

Défaut de réponse immunitaire via la signalisation des
interférons, sensibilité aux microbes et développement de

tumeurs.

Défaut de réponse immunitaire via la signalisation des

interférons

Défaut de croissance et survie/différenciation cellulaire

durant 'embryogénése
Défaut de réponse a 'lL-12 et de la différenciation des Th1

Défaut de réponse a la prolactine (développement des

glandes mammaires)
Défaut de réponse 2 GH (croissance)

Défauts des souris KO STAT5A et B, et défaut de réponse
aux lymphocytes T et des voies de signalisation dans les

HSC

Deéfaut de réponse a 'lL4 et de la différenciation des Th2

Severe combined immunodeficiency (SCID), knock-out (KO); lymphocyte T-helper (Th1 et 2)
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D. Lavoie de signalisation des kinases de la famille Src

La voie de signalisation JAK/STAT est celle principalement activée par les différents
récepteurs aux cytokines. Cependant, ces récepteurs activent également d’autres familles de
tyrosine kinases cytoplasmiques, telle que la famille des kinases Src. Cette famille est composée
de huit membres : Src, Yes et Fyn exprimés de maniére ubiquitaire et Lck, Hck, Lyn, Fyr et Blk
majoritairement exprimées dans les cellules hématopoiétiques. Ces protéines jouent un role
dans la prolifération, la différenciation, la survie, 'adhésion et la motilité cellulaire (Roskoski,
2015). La fixation des kinases Src, sur les résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs aux
cytokines, permet le recrutement et la phosphorylation de différentes protéines de signalisation,
dont les facteurs STAT (Figure 8). Cette voie alternative d’activation des STAT est
indépendante de lactivation des JAK. Différentes études ont mis en évidence la
phosphorylation de STAT3 par plusieurs membres de la famille Src apres stimulation par 1L-3,
ainsi que l'activation de STATS5 par la kinase Lyn dans la voie de signalisation du récepteur a
I'EPO (Reddy et al., 2000 ; Tilbrook et al., 1997). De maniére intéressante, il a été montré que
les kinases Src induisent la phosphorylation des STAT sur des sites autres que ceux
phosphorylés par les kinases JAK. Ces résultats suggérent donc un mécanisme alternatif
d’activation des STAT induisant des réponses biologiques différentes de celles stimulées par la
voie classique des JAK (Silva, 2004). Il a également été montré que les kinases Src jouent un
role dans la signalisation induite par les récepteurs possédant une activité tyrosine kinase, tel
que le récepteur Kit. Ces kinases sont capables de se lier aux récepteurs aux cytokines afin
d’augmenter leur activit¢ kinase. Des études ont montré que, dans des cellules
mégacaryocytaires et mastocytaires, la kinase Lyn induit la prolifération cellulaire apres
stimulation par le SCF. Ces données mettent en évidence I'importance de cette kinase dans la

prolifération de ces cellules hématopoiétiques via le récepteur Kit (Lennartsson and

Ronnstrand, 2012).
E. La voie de signalisation impliquant Ras/MAPK

Une autre voie de signalisation utilisée par la plupart des récepteurs aux cytokines est la voie
des protéines Ras et « mitogen-activated protein kinase » (MAPK). Les MAPK sont des
sérine/thréonine kinases qui requiérent la phosphorylation d’'une thréonine (T) et d’une
tyrosine (Y) sur le motif (T-X-Y) pour étre actives. Les MAPK sont classées en quatre groupes :
les protéines Extracellular signal-Related Kinase 1/2 (ERK), ERK 5, les p38MAPK o/B/y/d et
les ¢Jun N-terminal Kinase 1/2/3 (JNK). L’activation de la voie MAPK commence par le
recrutement sur les récepteurs aux cytokines phosphorylés de 'adaptateur SHC et du complexe
composé par les protéines Grb2 et du facteur d’échange «son of sevenless-1 » (SOS-1). Ce
dernier permet alors l'activation des GTPases Ras ancrées a la membrane plasmique. Les

protéines Ras vont ensuite activer les sérine/thréonine kinases Raf qui induiront la
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phosphorylation et I'activation des protéines « MAP (ERK) kinase » (MEK) qui sont a la fois des
sérine/thréonine kinases et des tyrosine kinases. Ces kinases vont a leur tour activer les MAPK
par une double phosphorylation des résidus T et S. Par la suite, les MAPK seront transloquées
vers le noyau. Elles vont pouvoir activer des facteurs de transcription afin de controler

I'expression de protéines impliquées dans la différenciation ou le cycle cellulaire par exemple

(Figure 8) (Baker et al., 2007 ; Severin et al., 2010).
F. La voie de signalisation impliquant PI3K/AKT

La « Phospho-Inositide-3 Kinase » (PI3K) est un hétérodimeére composé d’une sous-unité
catalytique p110 (quatre isoformes : o, 3, v, 0), ainsi que d’une sous-unité régulatrice p85 (deux
isoformes : o, B) ou p50a ou p55 (deux isoformes : a, y). Cette voie de signalisation peut étre
stimulée par différents facteurs de croissance dont ceux impliqués dans I’hématopoiése comme
le SCF, le « platelets-derived growth factor » (PDGF), 'EPO, la TPO, I'lL-2 et le GM-CSF. La
PI3K phosphoryle des phospholipides membranaires tels que le phosphatidilinositol-4-5
biphosphate (PIP2) générant le phosphatidilinositol-3-4-5 triphosphate (PIP3). Ce dernier
constitue, la plupart du temps, un messager secondaire impliqué dans de nombreux processus
dont le controle du trafic membranaire et la transduction de signal. La sous-unité p110 est
responsable de l'activité catalytique de la kinase, tandis que la sous-unité p85 fonctionne
comme un adaptateur, permettant |'interaction avec les protéines cibles grace a la présence des
différents domaines fonctionnels dans sa structure. La voie PI3K est activée par la fixation de la
sous-unité p85 de PI3K, sur des résidus tyrosine phosphorylés du récepteur par JAK2. Ceci
permet la formation de PIP3, qui a son tour, recrute la Ser/Thr/Tyr kinase AKT via son
domaine PH au niveau de la membrane plasmique. Une fois activée, AKT phosphoryle de
nombreuses cibles impliquées dans la survie cellulaire et dans la prolifération (Reddy et al.,
2000). La voie PI3K peut étre également activée par un complexe protéique capable de
s’associer a la sous-unité p85. Ce complexe est constitué des protéines Grb2,/Shc/SOS-1, ainsi
que de la protéine Cbl qui aurait, ici, un rdle d’adaptateur. Le role de la PI3K dans
I’hématopoiese a été montré a partir de lignées cellulaires et de progéniteurs primaires. Elle est
impliquée dans la voie de signalisation permettant le maintien de la quiescence des HSC, la
survie et 'induction du cycle cellulaire des mégacaryocytes en réponse a la TPO. Suite a une
stimulation des progéniteurs érythroides précoces par 'EPO, la PI3K joue un role dans la
prolifération, la survie et la maturation. Le role de cette kinase dans la lymphopoiése B a été
mis en évidence en supprimant sa sous-unité régulatrice. Cette suppression provoque alors
I'arrét du développement des lymphocytes B. En revanche, aucun effet sur les lymphocytes T
n’a été constaté (Figure 8) (Polak and Buitenhuis, 2012).
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Récepteur

Prolifération
Survie
Migration

Figure 8 : Les principales voies de signalisation induites par cytokines

Les fleches vertes représentent les protéines activées par JAK et les bleues celles activées par Src ; Résidus
phosphorylés (P). D’apres Baker et collaborateurs et Reddy et collaborateurs (Baker et al., 2007 ; Reddy
et al., 2000).
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II. Régulation négative des voies de signalisation des

récepteurs aux cytokines

La production controlée de différents lignages hématopoiétiques, nécessite une régulation
trés précise afin de maintenir ’homéostasie du systéme. Cette régulation se traduit au niveau
moléculaire, par la modulation de la durée et de l'intensité de I'activation des cascades de
signalisation activées par les cytokines. En effet, la dérégulation de cette signalisation est

associée a des pathologies hématologiques (voir chapitre IV) et immunes.

La régulation négative des voies de signalisation activées par les cytokines agit a tous les
niveaux de la cascade. Cette régulation a lieu principalement par 'inactivation du récepteur et
des molécules intermédiaires de signalisation soit par leur internalisation et dégradation, soit
par leur déphosphorylation. Ces mécanismes sont initiés grice au recrutement des protéines
adaptatrices inhibitrices possédant ou non une activité enzymatique au sein des complexes de
signalisation. Ces adaptateurs jouent un rodle primordial dans la régulation de la réponse
quantitative et qualitative des voies de signalisation. De plus, certaines de ces protéines peuvent
également avoir une activité enzymatique, de type ubiquitine ligase ou phosphatase (Figure 9).
Ainsi, ces adaptateurs inhibiteurs modulent la stabilité, I'adressage subcellulaire et la fonction

des complexes de signalisation.

Parmi ces adaptateurs, se trouvent deux classes des protéines possédant une activité
enzymatique, jouant un role important dans la régulation des voies dépendantes des cytokines.
La premiere classe concerne les phosphatases de la famille « SH2-containing phosphatases »
(SHP), tandis que la deuxieme classe est constituée des E3 ligases de la famille « Casitas B-
lineage Lymphoma » (Cbl). Les familles de protéines « Suppressor Of Cytokines Signaling »
(SOCS) et LNK sont, par exemple, des adaptateurs négatifs dépourvus d’activité enzymatique et

impliqués dans les voies des cytokines.

Ces protéines inhibitrices et leur implication dans la modulation des voies de signalisation
des cytokines seront décrites brievement dans cette section, a I'exception de la famille LNK qui

fera I'objet d’une description plus détaillée au chapitre suivant.
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Phosphatase
SHP

sHPL/ N s s (AN ©

Adaptateur E3 ligase

- TKB

(Cbl, Cblb) NEWNSERO ISP Ringfinger | Linker n‘rm ¢
YYY

(Cbl<) N FISU RV NSV Ringfinger [ Linker ¢

Adaptateur

SOCS

(SOCS2/4/5/6/1,Cl5)  N=—————— SH2 m ¢
(SOCS 1/3) N—R s RS-

Figure 9 : Représentation schématique des structures des protéines SHP, Cbl et SOCS

A) Structure des phosphatases SHP : deux domaines SH2 et un domaine phosphatase (PTP). Structure
des protéines Cbl: un domaine « tyrosine kinase-binding » (TKB) composé des domaines 4H, EF et
SH2, un motif ringfinger suivi d’'un domaine linker, d’'une région riche en proline (Pro), de résidus
tyrosine phosphorylables et d’'une leucine zipper (LZ) avec une « ubiquitin associated » (UBA). Structure
des protéines SOCS, avec un motif Kinase Inhibitory Region (KIR). D’apreés le livre « Hematopoiesis -
Science and Practice », chapitre « Negative régulation of haematopoiesis: role of inhibitory adaptor »
(Neel and Tonks, 1997; Velazquez, 2012a ).
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A. Régulation via des protéines avec activité catalytique

1. Les phosphatases de la famille SHP

L’activation des voies de signalisation, stimulées par cytokines, implique généralement la
phosphorylation de protéines de signalisation. De ce fait, un des mécanismes mis en place pour
leur régulation est leur inactivation par déphosphorylation. Ce réle est attribué aux protéines
phosphatases, telle que la « PhosphoTyrosine Phosphatase » (PTP). Parmi les PTP, la famille
SHP joue un role primordial dans la régulation de voies de cytokines. Cette famille possede
deux membres ; SHP-1 dont I'expression est essentiellement hématopoiétique et épithéliale, et
SHP-2 dont l'expression est ubiquitaire. A la différence de SHP-1, SHP-2 est un régulateur
positif des voies de signalisation. Ces PTP sont composées de deux domaines SH2 consécutifs
dans leur région N-terminale, leur permettant de se lier aussi bien aux résidus tyrosine
phosphorylés du récepteur qu’aux molécules de signalisation phosphorylées. Quant a leur
région C-terminale, elle contient un domaine catalytique phosphatase (PTP) (Figure 9). Ainsi,
SHP-1 peut s’associer a ses cibles, notamment les kinases JAK, Src et les facteurs de
transcription STAT. Cette association conduit a Pactivation enzymatique de SHP-1 et a la
déphosphorylation de ses protéines cibles, résultant en 'inhibition des signaux. L'importance
biologique de SHP-1 a été montré avec des souris invalidées pour cette protéine et qui
présentent un phénotype appelé « motheaten ». Leur phénotype est caractérisé par des
disfonctionnements d’ordre immunologique et hématopoiétique importants dus a une
hyperphosphorylation de JAK1 et JAKZ en réponse a I'IFNa et 'EPO entre autres cytokines
(Babon et al., 2014 ; Green and Shultz, 1975 ; Sharma et al., 2016).

2. Les protéines de la famille E3 ligase Cbl

Chez les mammiferes, il existe trois protéines constituant la famille Cbl : Cbl et Cbl-b puis
la protéine Cbl-c, tronquée en C-terminal (Figure 9). Ces protéines possédent dans leur région
N-terminale un domaine unique a la famille Cbl nommé « Tyrosine Kinase Binding » (TKB)
constitué lui-méme de trois parties : une région avec quatre hélice (4H), un domaine « main-
EF » permettant la liaison au calcium et un domaine SH2. Ce domaine est suivi d'un « linker »
et d'un domaine « Really Interesting New Gene » (RING finger) facilitant I'interaction avec
I'enzyme conjuguée aux ubiquitines, E2. L’ensemble de ces domaines forme le module E3 des
protéines Cbl, essentiel a leur activité ubiquitaire. Leur région C-terminale permet leur
association avec d’autre protéines, telle que celles de la famille Src, via un domaine riche en
proline et des résidus tyrosine phosphorylables. Ces résidus deviennent des sites d’ancrage aprées
phosphorylation pour les protéines de signalisation contenant des domaines SH2. Ces régions
sont suivies d’une région « leucin zipper » (LZ) et d'un domaine « ubiquitin associated » (UBA)
dont la fonction n’est, a notre connaissance, toujours pas clairement décrite (Figure 9 et 10). En
effet, dans certaines conditions expérimentales le domaine UBA pourrait participer a la

dimérisation de la protéine ou alors se lier a une chaine d’ubiquitination. Quant a la protéine
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Cbl-c, elle ne contient que les domaines TKB, linker et RING finger. Les recherches menées sur
la famille Cbl, in vivo et in vitro, définissent ces protéines comme des régulateurs négatifs des
voies de signalisation activées par des protéines tyrosine kinases telles que les voies de
signalisation impliquant Ras/ERK, PI3K/AKT et STAT. L’analyse des souris déficientes pour
Cbl ou Cbl-b a montré que ces protéines régulent négativement la prolifération cellulaire dans
les organes lymphoides, la moelle osseuse et la rate ou elles controlent aussi le nombre de
mégacaryocytes. De plus, elles permettent aussi de réguler négativement la prolifération des
cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques. Ces souris peuvent développer des maladies
auto-immunes dues a un défaut de controle des voies de signalisation des récepteurs aux
antigénes dans les cellules lymphoides. Les protéines Cbl et Cbl-b jouent aussi un role dans le
développement embryonnaire chez la souris, puisque ces animaux double mutants pour ces

protéines meurent au stade précoce du développement embryonnaire (Mohapatra et al., 2013).
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Cbl N- 4}‘[ EF Rlll_'llll‘._’\.’ Linkcr

Figure 10 : Mécanisme d'ubiquitination des protéines Cbl

La protéine E2 se fixe au domaine Ringfinger. L’enzyme E1 conjuguée a 'ubiquitine (ub) interagit avec
E2 qui va ensuite transférer I'ubiquitine aux protéines cibles. D’aprés Mohanpatra et collaborateurs

(Mohapatra et al., 2013).
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B. Régulation via les protéines adaptatrices inhibitrices

Comme décrit auparavant, les protéines adaptatrices, dépourvues de fonction catalytique,
sont composées de plusieurs domaines fonctionnels leur permettant de réguler les voies de
signalisation en interagissant avec les protéines impliquées dans la transduction du signal. Ces
adaptateurs peuvent étre transmembranaire ou cytoplasmique, ce qui leur permet d’étre

recrutés a la membrane afin d’exercer leur fonction dans des compartiments intracellulaires.

Des expériences d’invalidation chez la souris et de surexpression dans les lignées cellulaires
ont démontré que les adaptateurs négatifs sont généralement impliqués dans des mécanismes
de retro-régulation. Ces données ont permis également d’établir trois modes d’action différents

de ces adaptateurs :

1) Par l'inhibition directe de Dlactivité des tyrosine kinases associées aux récepteurs de
cytokine ou des RTK ;

2) Par blocage des associations entre les tyrosine kinases et ses substrats/effecteurs positif
en aval ;

3) Par association et modification des molécules de signalisation pour leur dégradation par

le protéosome.

Les familles SOCS et LNK sont des exemples d’adaptateurs négatifs utilisant ces

mécanismes d’action pour exercer leur fonction inhibitrice.
1. Les protéines de la famille SOCS

Les protéines SOCS sont des inhibiteurs dont 'expression est induite par des cytokines et
des facteurs de croissance. Leur role est d’exercer un rétrocontrole négatif sur ces voies afin de
controler les réponses cellulaires. Cette famille de protéines compte huit membres SOCS1 a
SOCS7 et « Cytokine-induced SH2- domain containing » (CIS) caractérisés par un domaine N-
terminal dont la séquence et la longueur varient selon les membres, un domaine SH2 central et
un domaine « SOCS box » trés conservé dans tous les membres de la famille. SOCS1 et SOCS3
se distinguent des autres membres par la présence d’'un motif « Kinase Inhibitory Region »
(KIR) en amont du domaine SH2 (Figure 9). Grace a ce motif, les protéines SOCS1 et SOCS3
sont capables d’inhiber 'activit¢ de JAK1, JAK2 et TYK2 de maniére directe en se liant aux
résidus tyrosine phosphorylés de la boucle d’activation. Cette association entraine alors un
changement de conformation de la kinase empéchant ainsi l'interaction avec leurs substrats
et/ou leur phosphorylation. L'inhibition de ces kinases peut aussi se faire de maniére indirecte.
En effet, SOCS3 posséde une meilleure affinité pour les résidus tyrosine phosphorylés des
récepteurs associés a JAK plutdt qu’a la kinase JAK elle-méme. Ainsi, la liaison de SOCS sur le
récepteur via son domaine SH2 permet, d’'une part, de masquer les sites d’interaction des
substrats des kinases JAK (par exemple STAT). D’autre part, elle permet de recruter des

protéines impliquées dans la formation du complexe E3 ligase via le motif « SOCS box », ce qui
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entraine l'internalisation et la dégradation du récepteur, via la voie protéosomale. Ce
mécanisme d’ubiquitination est aussi valable pour les autres cibles protéiques des SOCS, tels
que les kinases JAK et les facteurs de transcription STAT (Figure 11) (Linossi and Nicholson,
2015). A titre d’exemple, la protéine CIS, dont 'expression est induite par I'IL-3, est capable de
se lier au site de recrutement de STATS5 sur les domaines cytoplasmiques des récepteurs a I'IL-3,
I'EPO ou encore le GM-CSF. Cette association met ainsi CIS en compétition avec le facteur de
transcription, ce qui empéche la phosphorylation de STAT par la kinase JAK2 et entraine la
dégradation du complexe de signalisation. Les souris invalidées pour les protéines de cette
famille ont montré que ces adaptateurs jouent un rdle important dans les réponses
immunitaires et dans le développement de ces animaux. De plus, des mutations de types
hyperméthylations ou hyperphosphorylations de ces adaptateurs ont été identifiées dans

plusieurs pathologies humaines telles que les lymphomes ou encore les néoplasmes

myéloprolifératifs (Croker et al., 2008 ; Naudin et al., 2016).

2. Les protéines de la famille LNK

La famille LNK (aussi appelée SH2B) inclut trois protéines adaptatrices qui jouent un role
de régulateur négatif mais aussi positif dans certains cas. Cette famille de protéine étant 'objet

principal de mon étude, elle sera décrite plus en détail dans le chapitre suivant.
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Figure 11 : Modeéle d'action des protéines adaptatrices

La stimulation des récepteurs induit l'expression de protéines adaptatrices qui peuvent réguler
négativement la voie de signalisation en entrant en compétition avec les substrats des kinase (1), en
bloquant directement leur activité (2). Elles peuvent aussi induire 'ubiquitination des kinases ou de leur
substrat qui ménera a leur dégradation (3). D’aprés Naudin et collaborateurs (Naudin et al., 2016).
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Les protéines adaptatrices de la famille LNK

I. Origine et expression cellulaire

La famille LNK est composée de trois membres : « Src homology 2-B » (SH2-B, aussi nomm¢
PSM : « proline-rich, PH and SH2 domain-containing signalling Mediator »), « Adaptor protein
with PH and SH2 domain » (APS) et LNK exprimés dans différents tissus et systémes cellulaires
(Tableau 3). Cette famille a été également appelée famille SH2B par le « HUGO Gene
Nomenclature Committee » qui a respectivement renommé les trois membres SH2-B, APS et

LNK par SH2B1, SH2B2 et SH2B3 (Li et al.,, 2007b; Maures et al., 2007 ). Cependant, les

noms originaux seront utilisés dans ce manuscrit.

Ces protéines adaptatrices ne possedent pas de domaine catalytique et utilisent donc leurs
domaines fonctionnels afin d’interagir avec leurs partenaires et de réguler les voies de
signalisation. Ce chapitre décrit les membres de la famille LNK, néanmoins, la protéine

adaptatrice LNK sera davantage mise en évidence.

L’adaptateur LNK a été le premier membre de la famille a étre identifié. Chez les
mammiféeres, il en existe qu’'une seule forme mise en évidence a partir d’'une banque d’ADNc
issue des ganglions lymphatiques de rat et de souris, avec une taille d’environ 38 kDa (Huang et
al., 1995 ; Takaki et al., 1997). Par la suite, d’autres études ont montré que la protéine LNK est
en fait deux fois plus importante en taille que la protéine initialement identifiée, environ 70
kDa (Li et al., 2000 ; Takaki et al., 2000 ; Velazquez et al., 2002). LNK est préférentiellement
exprimé dans les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques, ainsi que dans des
cellules matures, telles que les mastocytes, les mégacaryocytes et les plaquettes. Cette expression
est a son tour induite par plusieurs cytokines et facteurs de croissance essentiels a
I’hématopoiese comme le SCF, 'EPO et la TPO (Velazquez et al., 2002). Cet adaptateur est
aussi exprimé dans des cellules non-hématopoiétiques, tels que les progéniteurs et les cellules
matures endothéliales (Fitau et al., 2006 ; Kwon et al., 2009; Wan et al., 2006 ) et, les cellules
neuronales dans lesquelles son expression est induite par le TNFa. et le « Nerve Growth Factor »
(NGF), respectivement (Wang et al., 2011). De plus, LNK est aussi présent dans des tissus, tels

que les testicules, les muscles et le cerveau (Tableau 3) (Velazquez et al., 2002).

Contrairement a LNK; il existe quatre isoformes de SH2-B (a, B, v, 8) chez les mammifeéres.
Ces quatre isoformes résultent d’un épissage alternatif du géne SH2BI qui donne quatre
protéines de tailles distinctes. Leur différence réside dans la longueur de la région C-terminale
(Figure 12) (Yousaf et al., 2001). Les protéines a, P, y ont été clonées grice au systéeme de
sélection double et triple-hybride dans la levure, en utilisant comme appat le domaine
catalytique du récepteur a linsuline activé et la sous-unit¢é gamma du récepteur a
I'Immunoglobuline E (IgE), FceRI, (Osborne et al., 1995 ; Riedel et al., 1997). Par la suite, une
variante de SH2-Bat, appelée SH2-Bf3, a été identifiée étant capable d’interagir avec JAK2 (Rui
et al., 1997). Quant a la forme SH2-By, elle interagit avec les résidus tyrosine phosphorylés du
domaine kinase du récepteur a I'insuline (Nelms et al., 1999). En revanche, 'indentification de

I'isoforme & a été réalisée en étudiant les séquences des autres isoformes, afin de prédire
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I'épissage alternatif du gene SH2BI. Ces protéines sont principalement exprimées dans les
cellules non-hématopoiétiques, telles que, les cellules adipocytaires, neuronales, gonadiques,
pulmonaires, pancréatiques et celles des muscles squelettiques (Tableau 3).

Concernant la protéine APS, elle a été clonée a partir d’'une banque d’ADNc dérivée d’une
lignée lymphocytaire B ou d’adipocytes par la méthode de double hybride en utilisant comme
appat le récepteur Kit ou celui de l'insuline (Ahmed et al., 1999 ; Moodie et al., 1999 ;
Yokouchi et al., 1997). Ensuite I'isoforme APSP a été mis en évidence par épissage alternatif de
I’ARNm. L’analyse structurelle de ces isoformes a montré que APSa a une structure similaire
aux protéines SH2-B et LNK, cependant, APSP est tronquée apres le domaine PH (Figure 12)
(Li et al., 2007a). Ainsi, APS est exprimée dans les cellules hématopoiétiques, notamment dans
les lymphocytes B matures et les mastocytes. Cependant, elle est également fortement exprimée

dans d’autres tissus comme les adipocytes, les neurones et le muscle squelettique.
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Tableau 3: Expression cellulaire et tissulaire des protéines de la famille LNK

Les protéines adaptatrices de la famille LNK

Adaptateur  Cellules Tissus Références
Cerveau
HSC, progéniteurs Testicules
lymphoides et myéloides, Muscles (Huang et al., 1995)
cellules matures (mastocytes, Ganglions lymphatiques (Takaki et al" 1997)
INK mégacaryocytes et plaquettes) ~ Rate (Velazquez et’ al., 2002)
Progéniteurs et cellules EZ;I?;:; (Fitau et al., 20006)
matures endothéliales ) (Wang et al., 2011)
Reins
Neurones Moelle osseuse
AGM
Rate
Prostate
Utérus
Lymphocytes B matures Testicules
Mastocytes Petit intestin
APS Adipocytes Muscle squelettique (Yokouchi et al., 1997)
, Cerveau (Iseki et al., 2000)
Fibroblastes ]
Rein
Neurones Thymus
AGM
Hypothalamus
Tissus adipeux
Foie
Muscle squelettique
Coeur
) Pancréas (Osborne et al., 1995)
Adipocytes Poumons ]
Neurones corticaux Rein (Kotani ec al., 1998)
SH2-B (Nelms et al., 1999)

Leucocytes du sang

périphérique

Tissus adipeux
Rate

Gonades
Cerveau
Colon

Placenta

(Rui et al., 1997)
(Nishi et al., 2005)
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II. Structure des protéines de la famille LNK

Les protéines de la famille LNK posseédent de la région N-terminale a la région C-terminale :
un domaine de dimérisation (DD), des motifs riches en proline suivi des domaines PH et SH2,

ainsi que de nombreux résidus sérine et tyrosine potentiellement phosphorylables par les

kinases (Figure 12) (Maures et al., 2007 ; Velazquez, 2012b).
A. La région N-terminale

La région N-terminale des adaptateurs de cette famille comprend un domaine de
dimérisation d’environ 60 acides aminés avec une faible homologie entre les membres (Figure
12). 1l a été montré que les protéines SH2-B et APS, via cette région, peuvent s’homo- ou
hétérodimériser dans des neurones corticaux et dans la lignée cellulaire HEK293T transfectée
aprés stimulation du récepteur TrkA et que ces deux adaptateurs s’oligomérisent
préférentiellement sous forme de pentameéres (Qian and Ginty, 2001). En effet, 'analyse
cristallographique de APS a mis en évidence I'importance de résidus phénylalanine qui jouent
le role d’'un motif de fermeture éclair ou « phenylalanine zipper », permettant la dimérisation de
APS (Dhe-Paganon et al., 2004). La position de ces résidus phénylalanine est trés conservée
entre les protéines APS et SH2-B, ce qui a permis de modéliser la région N-terminale de SH2-B
a partir de la structure d’APS (Nishi et al., 2005) et de confirmer la présence de ce méme motif
« phenylalanine zipper » sur SH2-B (Figure 13). Ces résultats expliquent la possibilité
d’homodimérisation ou d’hétérodimérisation de ces deux protéines, ainsi que leur capacité a
former des tétrameéres entre elles et avec deux molécules de leur partenaire principal, la kinase
JAK2 (Nishi et al., 2005). Contrairement a APS et SH2-B, le domaine de dimérisation de
I'adaptateur LNK présente moins d’homologie avec les domaines de deux autres membres. En
I'occurrence, des résidus phénylalanine conservés en position 38 et 42, important pour la
dimérisation de APS et SH2-B, sont remplacés respectivement par des résidus leucine et
tyrosine dans LNK. De ce fait, LNK posséde alors un motif « leucine zipper » en région N-
terminale (Figure 13). La différence entre le domaine de dimérisation de LNK et ceux de SH2-B
et APS est probablement ce qui affecte son hétérodimérisation avec les autres protéines de la

famille. Cependant, LNK reste capable de s’homodimériser in vitro (Takizawa et al., 2006).

En plus de son role dans la dimérisation, la région N-terminale des adaptateurs est décrite
également, comme étant impliquée dans l'interaction et la régulation de leurs partenaires,
notamment la kinase JAK2 pour SH2-B et APS ou le récepteur EPOR pour SH2-B (Javadi et al.,
2012; Rui et al.,, 2000 ). D’autre part, les motifs riches en proline de la région N-terminale
permettent leur interaction avec d’autres protéines contenant des domaines SH3. Ceci a été
montré pour l'interaction de SH2-B et APS avec des protéines impliquées dans la régulation du

cytosquelette d'actine, telle que les protéines Rac-GTPase et Enigma, respectivement (Barres et

al., 2005; Diakonova et al., 2002 ).
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Enfin, il a ét¢ montré que les quatre isoformes de SH2-B possédent une séquence de
localisation nucléaire (NLS) leur permettant de migrer dans le noyau et une séquence d’export

nucléaire (NES), leur permettant d’étre localisée dans le cytoplasme (Chen and Carter-Su, 2004
; Rui, 2014).
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Figure 12 : Représentation schématique des protéines de la famille LNK

Les résidus sérine (S) et tyrosine (Y) sont représentés ; domaine de dimérisation (DD) ; motif riche en
proline (P); les séquences NLS/NES (N). Les fleches accompagnées du chiffre représentent le
pourcentage d’identité entre les domaines des différentes protéines, chez 'homme (h : human) et chez la
souris (m : mouse). D’apres Velazquez (Velazquez, 2012b) et Alignement de séquences réalisé par le site
http://www.uniprot.org/align,
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Figure 13 : Représentation schématique de la région N-terminale des protéines de la famille LNK et
alignement des séquences du domaine de dimérisation

Structure basée sur le domaine de dimérisation (DD) de APS identifiée par Dhe-Paganon et
collaborateurs. Rectangle rouge : phénylalanine 38 et 42 du motif « zipper » (Z) remplacé par une leucine
et une tyrosine dans LNK. D’aprés Dhe-Paganon et collaborateurs (Dhe-Paganon et al., 2004)
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B. Le domaine PH

Le domaine PH de ces protéines est constitué d’environ 120 acides aminés avec une
homologie plus forte entre APS et SH2-B (Figure 12). La présence de ce domaine dans la
structure de ces adaptateurs met en évidence I'importance de leur localisation subcellulaire au
niveau de la membrane plasmique, favorisant leur association avec le complexe de signalisation
afin d’exercer leur fonction. Ceci a d’abord été montré par des études sur des cellules
HEK293T exprimant une forme de LNK délétée de son domaine PH dont la localisation est
exclusivement cytoplasmique (Gery et al, 2007). D’autre part, des études utilisant des mutations
ponctuelles (W191A ou W270A) dans le domaine PH de LNK ont montré l'importance de ce
domaine dans la fonction inhibitrice de LNK pour la régulation des voies de signalisation
activées par la TPO, I'EPO et le SCF, et dans la prolifération des progéniteurs
mégacaryocytaires primaires (Baran-Marszak et al., 2010; Simon et al., 2008 ; Tong and Lodish,
2004 ; Tong et al., 2005 ). Par ailleurs, de nombreuses anomalies génétiques dans ce domaine
ont été identifiées dans des hémopathies myéloides et lymphoides confirmant ainsi le role
important de ce domaine dans la fonction régulatrice de LNK (PerezGarcia et al., 2013;
Velazquez, 2012b ). Elles seront décrites dans le chapitre suivant et les résultats. Quant au
domaine PH de APS, il est aussi impliqué dans I'association de I'adaptateur avec les facteurs
d’échange de guanine (GEF) Vav3 et Vavl dans des cellules NIH3T3 et lymphocytes B matures
(Yabana and Shibuya, 2002) (Dondi et collaborateurs., manuscrit en préparation).

C. Le domaine SH2

Les protéines de la famille de LNK ont un domaine SH2, a I'exception d’APSP (Figure 12).
Ce domaine d’environ 100 acides aminés est le principal domaine d’interaction avec leurs
partenaires. De ce fait, il joue un role clé¢ dans les fonctions biologiques de la famille LNK
(Tableau 3). Des travaux ont montré que l'expression d’une forme de LNK avec un domaine
SH2 inactif (LNK-R364M), abolit sa fonction inhibitrice. Cet effet a été démontré sur la
prolifération et la migration des mastocytes dépendante du SCF, sur la différenciation et la
survie activées par 'EPO dans le lignage érythrocytaire ainsi que sur la prolifération des

progéniteurs primaires et cellules hématopoiétiques, stimulée par un cocktail de cytokines dont
la TPO et le FL (Baran-Marszak et al., 2010 ; Lin et al., 2012 ; Simon et al., 2008 ; Tong and
Lodish, 2004 ; Tong et al., 2005).

Bien que I'homologie des domaines SH2 parmi les trois membres soit relativement élevée
(65-79 %), des études structurales et biochimiques ont révélé¢ des différences importantes dans
ce domaine qui déterminent leur spécificité et leur fonction. En effet, des études de
cristallographie ont permis de mettre en évidence le mode de fonctionnement des domaines
SH2 des protéines de la famille LNK. Le mode de fonctionnement classique des domaines

SH2, appelé canonique, se fait sous forme monomérique. Dans ce mode, le domaine SH2

60



Les protéines adaptatrices de la famille LNK

reconnait un résidu tyrosine phosphorylé suivi d’'une séquence de 3 a 5 acides aminés, le plus
souvent contenant un acide aminé hydrophobe en position +3, comme celle retrouvée autour
de la Y813 (pYELL) de JAK2. La cristallographie du domaine SH2 de SH2-B associ¢e a la
kinase JAK2 a donc montré que le mode de fonctionnement de ce domaine est canonique (Hu
and Hubbard, 2006). En revanche, la structure cristallisée du domaine SH2 de APS s’associant
au domaine kinase du récepteur a I'insuline, a montré que ce domaine fonctionne sous forme
d’un dimere (Hu et al., 2003). L’¢tude cristallographique du domaine SH2 de LNK n’a pas
encore été réalisée. Cependant, la comparaison des séquences du domaine SH2 de SH2-B et
LNK a suggéré que le domaine SH2 de LNK est monomérique comme celui de SH2-B puisqu’il
ne dispose pas du résidu tryptophane en position 475, essentiel a la dimérisation du domaine

SH2 de APS (Hu and Hubbard, 2006).
D.  Les résidus tyrosine et sérine

La famille LNK possede plusieurs sites de phosphorylation sur des résidus tyrosine et sérine.
La phosphorylation de ces résidus joue un role important dans la fonction régulatrice de ces
adaptateurs, en servant de sites d’ancrage pour leurs effecteurs qui participent aux complexes
inhibiteurs ou activateurs de la signalisation. Les membres de la famille LNK présentent dans
leur région C-terminale un résidu tyrosine trés conservé, ce qui suggére que ce site est
important pour l'activité de ces protéines. Ce résidu correspond a la tyrosine 536 de LNK, qui
est phosphorylé suite a son interaction avec le récepteur Kit, activé par le SCF dans les
mastocytes (Takaki et al., 2002). Cependant, la mutation de ce résidu n’empéche pas la
phosphorylation de LNK dans les mastocytes de la moelle osseuse, apres l'activation du
récepteur Kit, ce qui signifie que LNK posséde d’autres sites de phosphorylation (Simon et al.,
2008). Toutefois, il semblerait que la fonction dépendrait de la voie de signalisation activée. En
effet, cette tyrosine est importante pour la prolifération des mastocytes et des érythroblastes,
dépendante de I'[L-3 et 'EPO, tandis qu’elle ne semble pas étre impliquée dans la régulation
des voies de signalisation activées par la TPO dans les mégacaryocytes, ni par le SCF dans les
mastocytes primaires (Simon et al., 2008 ; Tong and Lodish, 2004; Tong et al., 2005 ).

Néanmoins, aucun partenaire de LNK s’associant a cette tyrosine n’a pas été identifi¢ a ce jour.

En ce qui concerne APS, le résidu Y618 est phosphorylé par les récepteurs a I'insuline, a
I'EPO et a 'antigéne des cellules B (BCR) apres leur activation, permettant l'interaction de
I'adaptateur avec la E3 ligase Cbl (Moodie et al., 1999 ; Wakioka et al., 1999 ; Yokouchi et al.,
1997). Ainsi, l'association APS/Cbl joue un roéle important dans I'ubiquitination,

I'internalisation et la dégradation de ces récepteurs.

Les protéines de la famille LNK possédent aussi des résidus sérine et thréonine qui
phosphorylés, deviennent des sites d’ancrage pour certains de leurs partenaires. La
phosphorylation de LNK sur des résidus sérine a été identifiée par deux études indépendantes.
D’abord, Jiang et son équipe, a montré que sur les résidus sérine S13 et S129 situés dans la

région N-terminale de LNK, sont respectivement phosphorylés par la kinase glycogéne synthase
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3 (GSK3) et la protéine kinase A (PKA) dans la lignée cellulaire 32D (Jiang et al., 2012). Ces
résidus phosphorylés servent, ensuite, de sites de liaison aux protéines 14-3-3. Ces protéines
jouent un role important dans plusieurs processus biologiques, incluant la régulation du cycle
cellulaire, la transduction du signal, le controle du métabolisme, 'apoptose et le controle de la
transcription de génes. Leur interaction avec leurs partenaires se fait via des résidus sérine et
thréonine phosphorylés (Morrison, 2009). L’interaction entre LNK et 14-3-3- joue un role dans
la modulation de l'activité régulatrice de LNK dans la voie de TPO, en bloquant I'adaptateur
dans le cytoplasme, loin du complexe de signalisation. D’autre part, ces mémes résidus sérine
phosphorylés de LNK ont été également identifiées dans des lignées cellulaires humaines de

cancer ovarien surexprimant LNK, ou il semblerait avoir un role de régulateur positif (Ding et

al., 2015).

Par ailleurs, APS est phosphorylé sur le résidu S588 présent dans sa région C-terminale par
la kinase AKT, aprés stimulation par I'insuline. Cette phosphorylation est impliquée dans la

régulation de la localisation cellulaire de 'adaptateur (Katsanakis and Pillay, 2005).

Quant a l'adaptateur SH2-B, il peut étre aussi phosphorylé sur plusieurs résidus sérine et
thréonine par la kinase MEK, ou une protéine en aval, tel que le résidu S96, en réponse a une
stimulation par le NGF (Rui et al., 1999b). De plus, la phosphorylation des S161 et S165
proche de la séquence NLS permet la translocation de 'adaptateur dans le noyau, dépendante

du NGF (Maures et al., 2009).

Ainsi, bien que leur structure soit trées homologue leur conférant des fonctions communes,
le fait que les adaptateurs de la famille LNK ne soient pas phosphorylés sur les mémes résidus,
et qu’ils n’utilisent pas le méme mode de fonctionnement au niveau des domaines de
dimérisation et SH2, laisse envisager des fonctions spécifiques pour chaque membre et chaque

isoforme de cette famille.

III. Role fonctionnel des protéines de la famille LNK

Des souris déficientes pour chacune de ces protéines ont été générées, afin de définir le role
fonctionnel des protéines adaptatrices de la famille LNK, dans les différents systémes cellulaires

dans lesquelles elles sont exprimées et de confirmer ainsi leur signification biologique (Tableau

4).

Les souris Lnk”/- présentent, deés leur mnaissance, des dérégulations du systéeme
hématopoiétique. Elles ont une splénomégalie due a l'augmentation de trois lignages
hématopoiétiques : les cellules progénitrices B et érythrocytes causent un changement dans
I'architecture de la rate, et une augmentation du nombre de mégacaryocytes probablement
responsable de la fibrose observée dans la rate de ces souris. Ces anomalies sont dues a une
hypersensibilité des cellules aux cytokines, telles que, la TPO, 'EPO, I'IL-7, I'IL-3 et le SCF

provoquant une augmentation du nombre de cellules souches et progéniteurs
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hématopoiétiques de ces lignées, ainsi qu'une hématopoiese extramédullaire (Takaki et al.,
2000 ; Velazquez et al., 2002). Néanmoins, les souris Lnk”/" ne présentent pas d’anomalies des
cellules T, ni du thymus ou des autres organes et tissus analysés, bien que la protéine ait été
décrite initialement comme étant impliquée dans 'activation des lymphocytes T (Huang et al.,
1995). Ces données suggerent que LNK est un régulateur important des voies de signalisation
activées par ces cytokines, lui permettant de réguler la prolifération de plusieurs lignages

hématopoiétiques.

Quant aux souris déficientes en APS, elles sont viables, fertiles et présentent également un
phénotype hématopoiétique anormal avec I'augmentation du nombre de cellules B-1, une sous-
population de lymphocytes B présente dans la cavité péritonéale et pleurale, trés sensible a la
signalisation du BCR. Elles présentent aussi une augmentation de la réponse immune stimulée
par des antigénes thymus-indépendants du type 2 (TI-2) (Iseki et al., 2004). Ces résultats
indiquent donc que APS joue un role de régulateur négatif dans le développement et/ou la
prolifération des cellules B matures en controlant la signalisation du BCR. Néanmoins, le
mécanisme moléculaire impliquant APS dans cette voie n’est pas clairement défini. Par ailleurs,
les souris APS7- ont également une intolérance au glucose avec une sensibilité élevée a
'insuline. Ce phénotype a confirmé le role de régulateur négatif d’APS dans la signalisation du

récepteur a I'insuline (Minami et al., 2003).

Contrairement aux souris Lnk/-et APS”/", les souris déficientes en SH2-B ne présentent pas
d’anomalies du systéme hématopoiétique. Elles ont indépendamment été générées par deux
groupes et présentent deux phénotypes trés différents. Les souris du premier groupe présentent
un retard de croissance, de développement et une insuffisance de la maturation des tissus
gonadiques. En effet, ces souris ont de petits ovaires ne permettant pas 'ovulation et de petits
testicules causant une diminution de la production du sperme, elles ne sont donc pas fertiles
(Ohtsuka et al., 2002). Le deuxiéme groupe a généré des souris caractérisées par une résistance a
I'insuline, une intolérance au glucose et une sensibilité a la leptine causant une obésité morbide

due a la perte d’activation de JAK2 (Duan et al., 2004).
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Tableau 4 : Phénotype des souris déficientes en SH2-B, APS et LNK

Souris déficientes pour la protéine Phénotype

Augmentation des progéniteurs pré-B, érythrocytes,

mégacaryocytes, et des progéniteurs et cellules matures
LNK endothéliales

Splénomégalie avec fibrose

Hypersensibilité aux cytokines

Hématopoiese extramedullaire

Augmentation des lymphocyte B-1
APS Augmentation de la réponse immunitaire stimulé par TI-2

Intolérance au glucose

Sensibilité a la leptine

Retard de croissance et du développement
Insuffisance de maturation des tissus gonadiques
Stérile

SH2-B

Résistance a I'insuline
Intolérance au glucose
Sensibilité a la leptine
Obésité morbide
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A. Role dans le systeme hématopoiétique

1. Régulation des voies de signalisation induites par les récepteurs aux

cytokines

Les membres de la famille LNK ont tous été identifiés dans les cellules du systéeme
immunitaire : les cellules T pour LNK, les cellules B pour APS et les mastocytes pour SH2-B.
Cependant, seules LNK et APS ont été confirmées comme ayant un role dans le systéme
hématopoiétique, grace a la génération des souris déficientes pour ces protéines. Les roles
fonctionnels des protéines adaptatrices de la famille LNK dans le systéme hématopoiétique,

sont répertoriés dans le tableau 5, en détaillant leur partenaire et leur site d’interaction.
a. La voie de signalisation TPO/MPL

Une des deux principales voies de signalisation dont LNK s’est avéré étre un régulateur
négatif clé, est la voie de la TPO et son récepteur MPL. Comme mentionné auparavant, cette
cytokine est cruciale pour le développement et la prolifération des HSC, des progéniteurs
myéloides et le lignage mégacaryocytaire (mégacaryocytes et plaquettes). De maniére
intéressante, les souris déficientes en LNK présentent des anomalies dans ces lignées cellulaires,
ce qui a réaffirmé le role inhibiteur de LNK dans la voie de signalisation TPO/MPL.

Grice a des études sur des HSC dérivées de souris Lnk /-, plusieurs équipes ont démontré
que LNK régule I'auto-renouvellement, la quiescence, la prolifération et apoptose de ces
cellules via la voie de signalisation stimulée par la TPO. En effet, 'absence de LNK entraine
I'augmentation du nombre de HSC et leur capacité a reconstituer le systéme hématopoiétique
dans des souris irradiées comparé aux HSC normales (Ema et al., 2005 ; Seita et al., 2007 ;
Takaki et al., 2002). De plus, les HSC Lnk7- présentent une sensibilit¢ accrue a la TPO,
résultant en Dactivation anormale des voies JAK2/STAT5, AKT et de la protéine anti-
apoptotique BclxL, tout en inhibant la voie p38MAPK (Bersenev et al., 2008 ; Buza-Vidas et
al., 2006 ; Ema et al., 2005 ; Seita et al., 2007 ; Suzuki et al., 2012).

En ce qui concerne le lignage mégacaryocytaire, il a été montré que LNK exerce sa fonction
inhibitrice tout au long de cette lignée (Velazquez et al., 2002), en régulant les voies JAK/STAT,
MAPK et AKT activées par la TPO et par 'intermédiaire de ses domaines SH2 et PH (Baran-
Marszak et al.,, 2010; Tong and Lodish, 2004 ). De plus, il a ét¢ montré que la voie
TPO/MPL/JAK2 induit I'expression de LNK, entrainant la rétro-régulation négative de cette
voie (TPO/MPL/JAK2/LNK) (Baran-Marszak et al., 2010).

Au niveau moléculaire, suite a la stimulation par la TPO, LNK s’associe a la kinase et au
récepteur MPL activés. L'interaction entre le domaine SH2 de LNK et les résidus Y813 et Y613
présents dans le domaine pseudokinase de JAK2, induit la phosphorylation de 'adaptateur par

la kinase. Toutefois, cette interaction se fait majoritairement via la Y813 (Bersenev et al., 2008).
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En outre, comme mentionné dans la section II-D de ce chapitre, l'interaction LNK/JAK2 est
régulée par la protéine 14-3-3 qui retient 'adaptateur dans le cytoplasme, inhibant le complexe
LNK/JAK2 et par conséquent, l'activation de la kinase (Figure 14). En ce qui concerne

I'interaction entre LNK et le récepteur MPL, les sites impliqués n’ont pas été définis a ce jour.
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Figure 14 : Role de LNK dans la voie de signalisation TPO/MPL

La fixation de la TPO sur le récepteur MPL permet 'autophosphorylation des kinases JAK2. Ceci induit
la phosphorylation de plusieurs molécules de signalisation et ainsi I'activation de plusieurs voies (fleches
bleues) afin d’induire une réponse biologique. Ces voies sont inhibées par LNK directement (traits
rouges). 14.3.3 se lie & LNK afin d’empécher sa fonction. La phosphorylation des résidus tyrosine ou
sérine est respectivement représentée par un P entourés en rouge ou pSer.
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b. La voie de signalisation EPO/EPOR

La principale voie de signalisation régulant I'érythropoiese est celle de 'EPO et son
récepteur EPOR. Elle inhibe I'apoptose des progéniteurs érythroides et favorise leur
prolifération. De maniére intéressante, cette voie de signalisation est la seule connue a ce jour

dont Pactivation est controlée par les trois membres de la famille LNK.

En ce qui concerne 'adaptateur LNK| son role dans I'érythropoiése a été mis en évidence,
grice a l'analyse du phénotype des animaux Lnk”". En effet, ces souris présentent une
hyperprolifération des progéniteurs érythrocytaires (BFU-E et CFU-E) dans la moelle osseuse et
la rate, due a leur hypersensibilit¢ a 'EPO (Tong et al., 2005; Velazquez et al., 2002 ).
Cependant, leur hématocrite est normal, mais leur réponse a I'érythropoiése de stress est plus

importante que celle présente dans des souris controles.

Au niveau cellulaire, des études sur la lignée 32D exprimant 'EPOR et LNK, ont montré
que cet adaptateur inhibe la signalisation du récepteur (Tong et al., 2005). Cette inhibition se
traduit par une diminution de lactivation des principales voies activées par I'EPO :
JAK2/STAT5, MAPK et AKT, ce qui a pour conséquence I'inhibition de I'érythropoiese. En
revanche, la surexpression de LNK dans les cellules érythroides primaires entraine 'apoptose
massive et 'inhibition de la différenciation terminale de ces cellules induites par I'EPO (Tong et
al.,, 2005). D’autre part, I'expression des formes mutées sur les différents domaines de LNK
dans des érythroblastes primaires, a montré que le domaine SH2 est indispensable pour la
régulation de la signalisation de 'EPOR. Par contre, le domaine PH et le résidu tyrosine

conservé en C-terminal ne semblent pas jouer un réle important dans cette voie.

L’¢tude du mécanisme d’action de LNK a montré qu’apres la stimulation par 'EPO, LNK
s’associe au complexe de signalisation, probablement via JAK2, induisant sa phosphorylation
par la kinase. Une fois phosphoryl¢, l'adaptateur inhibe l'activation de JAK2, et en
conséquence, celle de 'EPOR et des voies de signalisation en aval, incluant STAT5, AKT et

MAPK (Figure 15). Ces données ont ainsi montré que LNK régule I'érythropoiese via
I'inhibition de la voie EPO/EPOR/JAK2.

Comme mentionné précédemment, 'hématocrite des souris Lnk”/- est normal. Il est donc
possible que ceci soit li¢ 2 un mécanisme compensatoire exercé par les autres membres de la

famille LNK décrits également comme des partenaires du récepteur EPOR.

En effet, des études de surexpression de la protéine APS dans les lignées cellulaires
HEK293T et BaF3 exprimant 'EPOR, ont montré que APS s’associe via son domaine SH2 au
résidu Y343 phosphorylé du récepteur, site de fixation de STATS, suggérant ainsi qu’'un des
mécanismes d’inhibition de STAT5 par APS implique le blocage de sa liaison au récepteur
EPOR. De plus, cette association de I'adaptateur au récepteur conduit a sa phosphorylation par

la kinase JAK2 au niveau de son résidu Y618 en C-terminal, qui permet ensuite la liaison de

APS avec la E3 ligase Cbl (Wakioka et al., 1999). L'interaction APS/Cbl joue alors un role dans
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la régulation de la signalisation de 'EPO, probablement par l'internalisation et la dégradation

du complexe de signalisation EPOR/JAK2 (Figure 15).

Quant a SH2-B, des travaux a partir de lignées cellulaires et des érythroblastes primaires ont
montré que cet adaptateur s’associe au récepteur EPOR par l'intermédiaire de deux de ses
domaines. SH2-B via sa région N-terminale s’associe de facon constitutive au récepteur. Cette
liaison augmente la concentration de SH2-B autour de 'EPOR, favorisant par la suite
I'interaction rapide de I'adaptateur, via son domaine SH2 avec les résidus Y343 et/ou Y401
phosphorylés de 'EPOR activé (Javadi et al., 2012) (Figure 15). La stimulation par I'EPO
entraine la phosphorylation de 'adaptateur, probablement au niveau de ses résidus sérine et
thréonine. D’autre part, I'inhibition de I'expression de SH2-B par des expériences de siRNA a
montré l'augmentation de lactivation des voies de signalisation en aval de I'EPOR,
JAK2/STATS5 et MAPK, confirmant ainsi un role inhibiteur de SH2-B dans la signalisation de
I'EPO, comme démontré pour APS et LNK.
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Figure 15 : Role des protéines adaptatrices de la famille LNK sur la voie de signalisation EPO/EPOR

La fixation de 'EPO sur le récepteur EPOR permet la phosphorylation des kinases JAK2 et Src. Ceci
induit la phosphorylation de plusieurs molécules de signalisation et ainsi 'activation de plusieurs voies
(fleches bleues) afin d’induire une réponse biologique. Ces voies sont inhibées par LNK, SH2-B ou APS
qui peut se lier a Cbl (traits rouges). La phosphorylation des résidus tyrosine ou sérine est

respectivement représentée par un P entourés en rouge ou pSer.

70



Les protéines adaptatrices de la famille LNK

c. La voie de signalisation IL-7/IL-7R

Une des cytokines les plus importantes pour la régulation de la lignée lymphoide est I'IL-7.
L’analyse des souris Lnk ¥~ a mis en évidence I'expansion sélective dans la moelle osseuse et
dans la rate de lymphocytes pro/pré-B et B immatures due principalement a leur sensibilité
accrue a I'lL-7, mais également au SCF, démontré par des essais de prolifération de cellules pré-
B co-stimulées par ces cytokines (Simon et al., 2008; Takaki et al., 2002 ; Velazquez et al., 2002
). Ceci suggere I'implication de LNK dans le controle de la signalisation de I'IL-7, essentielle

dans les premiéres étapes du développement des cellules B.

Dans ce contexte, les travaux effectués dans notre laboratoire ont montré une augmentation
du nombre des cellules exprimant le récepteur a IL-7R dans les souris Lnk”, ce qui pourrait
expliquer partiellement I'augmentation de la prolifération en présence d’IL-7 dans ces animaux.
En revanche, la surexpression de LNK dans une lignée pré-B dépendante de 1'lL-7 inhibe la
prolifération de ces cellules. Cette fonction nécessite, une fois de plus, le domaine SH2 de
I'adaptateur. Par ailleurs, cette inhibition est spécifique a LNK car la surexpression de la
protéine APS dans des cellules pré-B n’est pas capable d’inhiber la croissance de ces cellules
(Dondi et collaborateurs., manuscrit en préparation). Ainsi, ces résultats montrent que LNK est

un régulateur important de la prolifération dépendante de I'IL-7 via son domaine SH2.

Enfin, 'analyse des complexes de signalisation ou LNK est impliqué, a montré que
I'adaptateur est phosphorylé apres stimulation par L'IL-7, ce qui lui permet de s’associer a la
kinase JAK3 activée par cette cytokine et d’inhiber la voie JAK3/STAT5 (Cheng et al., 2016).
De plus, LNK est également capable d’interagir avec la ligase E3 Cbl, lors de la stimulation des
progéniteurs B par I'IL-7. Cette association favorise le rapprochement de la ligase au complexe
de signalisation, ce qui résulte en la phosphorylation de Cbl possiblement par les kinases JAK
(Dondi et collaborateurs., manuscrit en préparation). Ces résultats suggerent que LNK régule la
réponse A cette cytokine en se servant de l'activité d’ubiquitination de son partenaire Cbl pour

la dégradation du complexe de signalisation (Figure 16).
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Figure 16 : Role de LNK dans la voie de signalisation IL-7/IL-7R

La fixation de I'IL-7 sur son récepteur permet la phosphorylation des kinases JAK3 et JAKI, et des
facteurs de transcription STAT (fleches bleues) afin d’induire une réponse biologique. Ces voies sont
inhibées par LNK qui peut se lier 2 Cbl (traits rouges). La phosphorylation des résidus tyrosine ou sérine

est respectivement représentée par un P entourés en rouge ou pSer.
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2. Régulation des voies de signalisation induites par les RTK

Les protéines adaptatrices de la famille LNK sont également impliquées dans la régulation
des voies de signalisation activées par des récepteurs membranaires a activité tyrosine kinase
(RTK), notamment ceux appartenant a la famille de RTK de type III. Cette famille comprend
les récepteurs au SCF (Kit), au FLT3 Ligand (FLT3), au PDGF (PDGFRa et PDGFRp), ainsi
quau M-CSF (c-Fms). Ces récepteurs sont caractérisés par la présence d’une région
juxtamembranaire (JM) dans leur domaine cytoplasmique, important pour la modulation des

fonctions du récepteur et d’une insertion kinase qui divise en deux le domaine kinase.

L’activation des RTK de cette famille requiert I'induction de leur activité kinase intrinséque
et la création de sites d’ancrage pour différentes molécules de signalisation. La liaison du ligand
sur le RTK induit la dimérisation de récepteur et ainsi son autophosphorylation sur des résidus
tyrosine dans les domaines kinase. L’activation de la kinase permet ensuite la phosphorylation
de résidus tyrosine dans la région régulatrice JM et de la partie C-terminale, générant ainsi des

sites d’ancrage pour différentes molécules de signalisation contenant des domaines SH2.

Le role des adaptateurs de la famille LNK dans les voies de signalisation activées par les
RTK, sera détaillé¢ en prenant comme exemple le récepteur Kit, du fait de son importance dans
les cellules hématopoiétiques, et des connaissances acquises sur la fonction de ces adaptateurs

dans cette voie de signalisation a ce jour.

Les progéniteurs hématopoiétiques Lnk”" sont hypersensibles au SCF, dont les progéniteurs
B (Takaki et al., 2002; Velazquez et al., 2002 ). Ce phénotype suggere I'implication de LNK
dans la régulation de la voie de SCE/Kit, qui a été confirmé par des expériences de
reconstitution chez la souris. En effet, 'équipe de Takaki a montré que des souris Lnk”/-greffées
par des cellules médullaires issues des souris hétérozygotes pour la mutation Kit", altérant
I'expression du récepteur a la surface cellulaire, présente une normalisation partielle mais
significative du nombre de progéniteurs hématopoiétiques. Ceci montre que LNK régule

I’hématopoiese précoce, en partie, via le controle de la signalisation dépendante du SCFE/Kit

(Takaki et al., 2002).

LNK joue aussi un role important dans les cellules mastocytaires. Ceci n’est pas surprenant
étant donné que la voie de SCF/Kit est indispensable pour plusieurs réponses biologiques de
ces cellules. Dans ce contexte, des études sur des mastocytes Lnk7" a démontré le role
physiologique de cet adaptateur dans les voies de signalisation dépendantes du SCF controlant
la prolifération (via MAPK et JNK) et la migration (via Rac et p38MAPK). Ces fonctions sont
principalement controlées par le domaine SH2 de LNK. En effet, des études menées par notre
équipe et d’autres groupes ont mis en évidence dans des mastocytes primaires et la lignée
mastocytaire MC9 que l'interaction LNK/Kit implique le domaine SH2 de LNK et les résidus
Y568 et Y569 phosphorylés présents au niveau du domaine JM de Kit. Cette interaction aboutit
a la phosphorylation de LNK et a la modulation des voies de signalisation activées par SCF

controlant la prolifération et la migration de cellules mastocytaires (Gueller et al., 2008; Simon
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et al.,, 2008 ). Sachant que la région JM de Kit est essentielle pour le recrutement des molécules
activatrices de la signalisation du récepteur, ceci a permis de proposer un modele d’action de
LNK dans lequel la fixation de 'adaptateur au niveau du domaine JM bloque la liaison de ces
activateurs, entrainant ainsi en 'inhibition des voies de signalisation en aval du récepteur Kit.
Dans cette optique, le travail de 'équipe de Takaki a démontré que la liaison entre LNK et Kit
empéche la phosphorylation de I'adaptateur positif Gab2 et par conséquent, I'activation de la

cascade de signalisation de la voie MAPK impliquée dans la prolifération cellulaire (Takaki et

al., 2002) (Figure 17).

En ce qui concerne 'adaptateur APS, il a été identifié par des expériences de double
hybride comme un substrat du récepteur Kit (Yokouchi et al., 1997). De ce fait, I'équipe de
Yokouchi a examiné le role de cette protéine sur la voie de signalisation de SCF/Kit dans des
lignées humaines B matures Daudi et Raji, ainsi que dans les cellules HEK293T. Ils ont ainsi
mis en évidence que I'adaptateur APS est phosphorylé par le récepteur Kit, notamment sur le
résidu Y618 en Cterminal. Plus tard, il a été montré par des expériences de co-transfections
dans des cellules COS7 et des peptides synthétiques dérivés du récepteur Kit, que I'adaptateur
APS s’associe via son domaine SH2 au niveau des résidus Y567 et Y934 phosphorylés de Kit
(Wollberg et al., 2003). Cette différence entre LNK et APS dans le site de liaison sur Kit, est
probablement liée a la spécificité propre du domaine SH2 de chacune de ces deux protéines,
mise en évidence précédemment par des études cristallographiques. Par contre, a la différence

de LNK, les effets fonctionnels de I'interaction APS/Kit n’ont pas encore été déterminés.

De maniére intéressante, le résidu Y568, site d’interaction de LNK avec le récepteur Kit, est
conservé entre les membres de la famille des RTK de type III, suggérant que LNK pourrait
s'associer et réguler également d’autres récepteurs de cette famille. En effet, plusieurs équipes
ont montré que LNK est capable de se lier via son domaine SH2, aux résidus tyrosine
phosphorylés localisés dans la région JM et C-terminale des récepteurs FLT3 (Y572, Y591 et
Y919), c-Fms et PDGFR (PDGFRa et PDGFR). Ceci a été démontré en utilisant des cellules
hématopoiétiques primaires dérivées de souris Lnk”/- (progéniteurs lymphoides et myé¢loides)
et/ou des lignées cellulaires hématopoiétiques (32D, BaF3 et RAW 264.7) ou autres
(HEK293T), exprimant toutes le récepteur RTK spécifique, selon I'étude. Dans tous les
systémes étudiés, LNK module négativement les voies de signalisation MAPK et AKT en aval

des RTK, inhibant ainsi la prolifération, la survie et la migration cellulaire (Gueller et al., 2010 ;

Gueller et al., 2011; Lin et al., 2012 ).

Dans le cas de la voie M-CSF/c-Fms, il a ét¢ montré que LNK joue également un role
important dans la production de « Reactive Oxygen Species » (ROS) par les macrophages, ce qui
implique I'adaptateur dans I'immunité innée via la régulation des fonctions biologiques des

macrophages (Gueller et al., 2010).

D’autre part, des études ont montré que SH2-B et APS sont également impliqués dans la
signalisation du récepteur au PDGFf de cellules non-hématopoiétiques. Dans des fibroblastes

NIH 3T3, ces adaptateurs s’associent par leur domaine SH2 au récepteur apres stimulation par
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le PDGF. Cette association induit alors la phosphorylation de SH2-B sur des résidus sérine,
thréonine et tyrosine, lui conférant ainsi la capacité de stimuler la mitose, induite en réponse
au PDGF (O'Brien et al., 2002 ; Rui and Carter-Su, 1998 ; Yousaf et al., 2001). En revanche,
I'association de APS avec PDGFp entraine sa phosphorylation sur des résidus tyrosine et son
interaction avec Cbl, ce qui inhibe la mitose induite par le PDGF, probablement en favorisant

la dégradation du récepteur (Yokouchi et al., 1999).
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Figure 17 : Role de LNK dans la voie de signalisation SCF/Kit

La fixation du SCF sur son récepteur Kit permet la transphosphorylation de ces monomeéres. Ceci induit
la phosphorylation de plusieurs molécules de signalisation et ainsi I'activation de plusieurs voies (fleches
noires et bleues) afin d’induire une réponse biologique. Ces voies sont inhibées par LNK qui se lie au
Y568/569 de Kit (traits rouges). La phosphorylation des résidus tyrosine est représentée par un P

entourés en rouge.
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3. La voie de signalisation des intégrines

Les intégrines jouent un role important dans la motilité des cellules souches et progéniteurs
hématopoiétiques vers des microenvironnements spécialisés ou niches dans la moelle osseuse,
ainsi que leur adhésion via « Vascular Cell Adhesion Molécule-1 » (VCAM-1) et ses récepteurs,
les intégrines « very-late antigen-4, aussi appelées a4p1 et a4B7 » (VLA-4). En particulier, les
intégrines sont impliquées dans la libération des proplaquettes par les mégacaryocytes.
L’adhésion des mégacaryocytes aux cellules endothéliales (EC) des vaisseaux sanguins par
VCAM-1 (exprimée sur les EC), stimule leur maturation dans la moelle osseuse et la libération
des plaquettes dans le sang périphérique. Dans ce contexte, 'équipe de Takizawa a montré que
la co-stimulation par la TPO et VCAM-1 des mégacaryocytes Lnk/", entraine une augmentation
du nombre et de la taille de ces cellules, ce qui résulte en la libération retardée d’un grand
nombre de plaquettes comparées aux mégacaryocytes WT. Ceci est due a P'activation continue
de STATS5 en I'absence de LNK (Figure 18A). Ainsi, ces résultats montrent que LNK contréle la
thrombopoiese et la motilité des mégacaryocytes en régulant de facon croisée les voies de

signalisation activées par les cytokines et les intégrines (Takizawa et al., 2008).

D’autre part, 'adaptateur LNK a été décrit comme un inhibiteur des voies de signalisation
des cytokines, impliquées dans les réponses biologiques des cellules hématopoiétiques étudiées
a ce jour. Néanmoins, LNK semble jouer un role activateur dans 'agrégation plaquettaire. Lors
d’une blessure, les plaquettes sont recrutées et adherent a la lésion, via intégrine alllbB3, ou
elles s’agregent et secrétent des facteurs nécessaires pour l'arrét de I'’hémorragie. Ainsi,
I'intégrine allbB3 est indispensable a 'adhésion, a I'étalement et a I'agrégation des plaquettes
lors de 'hémostase. La fixation du fibrinogéne sur 'intégrine induit l'activation des différentes
kinases, telles que Syk, Src et Fyn, suivi par la phosphorylation du récepteur par cette derniére,
au niveau de sa région cytoplasmique. De ce fait, I'activation de l'intégrine conduit a la
réorganisation du cytosquelette d’actine et 'adhésion des plaquettes, facilitant ainsi la stabilité

du caillot plaquettaire formé ou thrombus.

En utilisant des techniques d’imagerie in vivo sur des souris Lnk”/-, I'équipe de Takizawa a
montré que LNK stimule la stabilisation du thrombus via I'intégrine allbp3 (Takizawa et al.,
2010). En effet, les plaquettes Lnk7/- adhérent moins en réponse au fibrinogéne, ce qui se
traduit au niveau moléculaire en une diminution de la phosphorylation de la sous-unité¢ 33 du
récepteur due a un défaut dans lassociation de la kinase Fyn a lintégrine allbB3. Ces
modifications altérent la stabilisation du thrombus. Ainsi, cette étude propose un modele ou
'activation de l'intégrine alllbf3 par du fibrogene, induit P'activation des kinases Src et Syk.
Ces protéines vont ensuite phosphoryler LNK qui a son tour, va renforcer I'interaction de Fyn
avec l'intégrine alllbP3 et sa phosphorylation afin de stimuler 'adhésion des plaquettes et la
réorganisation de leur cytosquelette. De ce fait, LNK régule positivement la voie de signalisation

de l'intégrine allbB3 dans les plaquettes (Figure 18B).
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Figure 18 : Modele d’action de LNK via les intégrines

A) Modele d’action de LNK dans la libération des proplaquettes B) Mode d’action LNK dans la
stabilisation du thrombus. Mk : mégacaryocyte D’aprés Takizawa et collaborateurs (Takizawa et al., 2008
; Takizawa et al., 2010).
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4. Les voies de signalisation des récepteurs a ’antigéne (BCR et TCR)

L’analyse des souris Lnk”~ a mis en évidence I'expansion sélective de lymphocytes pro/pré-B
et B immatures dans ces animaux. Toutefois, aucun effet sur les cellules B matures n’a été
observé en I'absence de LNK, suggérant soit aucune fonction de LNK sur cette population soit

une compensation fonctionnelle par APS dans ces cellules.

En effet, 'expression de 'adaptateur APS a été principalement détectée dans des cellules B
matures, avec une expression plus faible dans les cellules immatures et indétectable dans de
progéniteurs pro/pré-B (Yokouchi et al,, 1997) (Dondi et collaborateurs., manuscrit en
préparation). Dans les cellules B matures, il a été démontré que APS joue un role dans le
développement et la fonction de ces cellules B, comme en témoignent les animaux déficients
pour APS. L’ablation de APS chez la souris provoque une augmentation du nombre de cellules
de la sous-population B-1 et une meilleure réponse immunitaire humorale contre 'antigeéne TI-
2. De plus, les cellules B-1 APS/- présentent également une réduction de la quantité de
filaments d’actine apres stimulation du BCR (Iseki et al., 2004). Dans cette méme optique, les
souris transgéniques APS présentent une diminution des cellules B de la cavité péritonéale et de
la rate, mais aussi une diminution de la prolifération des lymphocytes B matures induite par
'activation du BCR. Ces résultats suggerent que APS régule négativement la signalisation du

BCR et la réorganisation de I'actine dans les cellules B matures (Iseki et al., 2005).

Au niveau moléculaire, les résultats de notre équipe ont mis en évidence des complexes de
signalisation auxquels participe la protéine APS, dans les cellules B matures. Ainsi, nous avons
mis en évidence une co-localisation entre APS et ses partenaires, dont BCR, Cbl, Vav et la Syk
apres stimulation du BCR dans des cellules B mature surexprimant des formes WT et mutées
de APS. Notre analyse fonctionnelle de ces interactions a démontré le role régulateur de
I'adaptateur APS dans I'activation et la stabilité¢ de Syk, probablement via I'interaction de APS
avec Cbl jouant un role dans Pactivation et la dégradation de cette kinase. D’autre part, APS est
également impliqué dans le remodelage du cytosquelette. Cette fonction serait favorisée par son
interaction avec certains de ses partenaires (BCR et Vav) et possiblement d’autres effecteurs
encore inconnus ayant un role important dans cette fonction biologique (Dondi et

collaborateurs., manuscrit en préparation).

Bien que la protéine SH2-B a été identifiée comme partenaire du récepteur a I'IgE dans les
mastocytes (Osborne et al., 1995), elle ne semble pas jouer de role particulier dans le systéme

hématopoiétique comme 'ont démontré les études réalisées sur les souris déficientes pour SH2-

B (Tableau 4)

Quant a la protéine humaine LNK| elle a été clonée en utilisant 'ADNc de la lignée
lymphocytaire T Jurkat. Cette étude a montré que LNK se lie via son domaine SH2 au motif
ITAM du récepteur a 'antigene des cellules T (TCR) et qu’elle régule négativement les voies de

signalisation en aval du récepteur dans les cellules Jurkat (Li et al., 2000). Cependant, I’absence
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d’anomalies de la lignée lymphocytaire T, chez les souris Lnk/~ remet en question la

signification biologique de LNK dans ces cellules.
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Tableau 5 : Role des protéines de la famille LNK dans le systéme hématopoiétique

Région )
‘ Voie de ,
Adaptateur de Partenaires o Role Systeme d’étude Référence
o signalisation
liaison
Nter . Cellules (Baran-Marszak et
JAK2 TPO Prolifération myéloides Lnk /- | al., 2010)
(Cheng et al., 2016
; Tong and Lodish,
HSC, cellules 2004; Tong et al.,
TPO/ ) myéloides 2005)
LNK JAK2/3 EPO/ Qu‘l?;,ce“?e (érythroides et
L7 Prolifération meégacaryocytaires) | (Bersenev etal,,
et pré-B Lnk /- 2008)
(de Graaf and
Metcalf, 2011)
(Nobubhisa et al.,
2003)
Kie - Prolifération | HSC, préB et (Takaki et al.,
SH2 Migration mastocytes Lnk /= | 2002)
(Simon et al.,
2008)
ITAM TCR Nd Lignée T Jurkat (Li et al., 2000)
Lignées
hématopoiétiques
FLT3 FL Prolifération i (Lin et al., 2012)
et cellules Lin-
Lnk /-
Intégrine VLA-4 Adhésion Mégacaryocytes/ (Takizawa et al.,
Fyn TPO plaquettaire plaquettes Lk /- 2010)
Cellules
JAK2 GM-CSF Prolifération | dendritiques de (Mori et al., 2014)
souris Lnk /-
Prf)lifé?ation Macrophages (Gueller et al.,
c-Fms M-CSF Migration
Lnk /- 2011)
Lignée cellulai
) : fence celd %nre (Gueller et al.,
SH2 PDGFR PDGF Prolifération | hématopoiétique 2011)
et 293T
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B. Role dans le systéme vasculaire

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire qui contribue au processus d’inflammation
dans les cellules endothéliales vasculaires. Il y a quelques années, trois groupes ont montré
qu'en plus de son expression dans le systétme hématopoiétique, LNK est également exprimée
dans le systéme vasculaire, notamment dans les cellules endothéliales (progéniteurs et cellules
matures). LNK a d'abord été identifiée dans les cellules endothéliales qui recouvrent l'aorte
dorsale dans la région AGM a 11.5 jours de développement embryonnaire, ou elle inhibe, via
son domaine SH2, le développement hématopoiétique induit par le facteur SCF (Nobuhisa et
al., 2003). L'expression et la fonction de LNK ont ensuite été retrouvées dans les cellules
endothéliales matures (Fitau et al., 2006; Wan et al., 2006 ). En effet, 'équipe de Devalliére a
démontré que le TNFa induit rapidement l'expression de 'ARNm et de la protéine LNK, ainsi
que sa phosphorylation. De plus, LNK est capable d'inhiber l'expression de molécules
d'adhésion, telles VCAM-1 et I'E-sélectine, dans les EC vasculaires activées (Devalliere et al.,
2012). En outre, LNK régule certaines voies de signalisation activées par le TNFo dans les EC
vasculaires. Elle inhibe la cascade ERK1/2 et en méme temps, favorise 'activation de la voie
PI3-Kinase/AKT et la phosphorylation de la protéine synthétase d’oxyde nitrique (eNOS) (Fitau
et al., 20006).

D’autre part, LNK a été également impliquée comme un régulateur important des voies de
signalisation des Intégrines dans les EC. Dans ce systétme, LNK est capable d'interagir
directement avec la kinase associée aux intégrines (ILK), ce qui permet la phosphorylation de
plusieurs kinases et protéines : AKT, GSK3p, paxillin et FAK (Devalliere et al., 2012). Ces
interactions ont comme conséquence le controle de la formation d’Adhésions Focales (FA) et la
migration des cellules endothéliales. De plus, la protéine o-parvin a été identifiée comme une
cible moléculaire de LNK dans les voies activées par les intégrines. Ainsi, l'ensemble des
résultats a permis de proposer un modele dans lequel LNK inhibe I'expression de I'a-parvin via
son interaction avec la kinase ILK, ce qui résulte en l'inhibition de I'adhésion et une
diminution de la migration (Figure 19). Enfin, ces résultats ont confirmé que LNK est un
adaptateur clé dans les cellules endothéliales via deux voies de signalisation, celles du TNFa et

de la B-intégrine.
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A Resting state B Adhering cells

Integrin

Extracellular Integrin
space

Figure 19 : Modéle d’action de LNK via les intégrines dans les cellules endothéliales

A) Modele a I'état quiescent des cellules : LNK non phosphorylé est constitutivement li¢ a ILK.
B) L’adhésion des EC par la sous-unité de I'intégrine 1 induit la phosphorylation de LNK et
son recrutement aux adhésions focales (FA) via son interaction avec ILK. Ainsi, LNK diminue
I'expression de a-parvin, en inhibant le complexe a-parvin/ILK et facilite la phosphorylation
des autres protéines. Ceci bloque la dissociation des FA, augmente I'attachement cellulaire des
EC et donc réduit leur motilité. D’apres Devalliere et collaborateurs (Devalliere et al., 2012).
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C. Dans le systéme nerveux

SH2-B et APS sont des substrats des récepteurs Trk activés par le NGF. Ces adaptateurs
forment des homo- ou hétérodimeres via leur domaine de dimérisation et se lient aux
récepteurs Trk via leur domaine SH2 afin de stimuler son activation (Qian and Ginty, 2001).
En effet, le NGF stimule la phosphorylation de SH2-B et APS sur les résidus tyrosine, thréonine
et sérine, ce qui permet a SH2-B d’interagir avec le récepteur TrkA afin de favoriser le
développement et la différenciation des neurones (Eggert et al., 2000; Qian and Ginty, 2001 ;
Rui et al., 1999a ; Rui et al., 1999b ).

En revanche, LNK semble avoir un réle d’inhibiteur dans ce méme systéme. L’équipe de
Wang a effectivement montré dans les cellules neuronales primaires de rat et la lignée cellulaire
PC12 que LNK inhibe les voies de signalisation activées par le NGF en régulant leur activation.
Cette inhibition se fait via le domaine SH2 de LNK, qui en se liant au récepteur TrkA activé,
conduit a la phosphorylation de I'adaptateur et a I'inhibition des voies de signalisation en aval,
dont celles impliquant ERK1/2, AKT et PLCy, ce qui bloque la différentiation et la croissance
des neurites. De plus, la surexpression de LNK dans les cellules PC12, inhibe 'interaction entre
SH2-B et le récepteur TrkA. Ceci suggere que LNK entre en compétition avec SH2-B pour se
lier a TrkA afin d’inhiber I'inhibition la voie de signalisation induite par le NGF (Wang et al.,
2011).

D. Role dans d’autres systemes cellulaires

Les roles fonctionnels des protéines adaptatrices de la famille LNK dans d’autres systemes
cellulaires sont répertoriés dans le tableau 6, en détaillant leur partenaire et leur site

d’interaction.
1. Les voies de signalisation de 'insuline et de la leptine

Les tissus adipeux jouent un role majeur dans le métabolisme des lipides et du glucose. Ils
agissent de facon endocrine en sécrétant deux hormones majoritaires qui sont l'insuline et la

leptine ainsi que le facteur de croissance « Insulin Growth Factor-1 » (IGF-1).

Les souris déficientes en APS présentent une sensibilité élevée a I'insuline associée a une
hypo-insulinémie (Minami et al., 2003). En effet, la protéine APS a été identifiée comme
partenaire du récepteur de 'insuline (IR) par le syst¢eme de sélection double hybride. De plus,
des expériences dans des lignées cellulaires HEK293T et adipocytaires CHO ont montré que
I'insuline stimule 'association transitoire de APS, via son domaine SH2, avec le domaine
kinase de I'IR, ce qui entraine la phosphorylation de APS sur des résidus tyrosine, notamment
le résidu Y618. Cette phosphorylation permet alors l'association de Cbl avec ce résidu

phosphorylé (Hu and Hubbard, 2006 ; Liu et al., 2002; Moodie et al., 1999 ). Ainsi,

'association APS/Cbl permet 'ubiquitination du récepteur induisant son internalisation, sans
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pour autant intervenir dans la dégradation du récepteur (Kishi et al., 2007). Par ailleurs, il a été
montré que l'association de APS et Cbl via la protéine « Cbl-associated protein » (CAP)
intervient dans la régulation de la translocation de GLUT4 et le transport du glucose induit par
I'insuline (Liu et al., 2002). Cependant cette fonction n’a pas été confirmé dans les souris APS7/-

. En ce qui concerne APSB, il est capable d’inhiber l'activit¢ de APSa et SH2-B sur 'IRS-1 en

réponse a l'insuline (Li et al., 2007a).

La protéine SH2-B est fortement exprimée dans les tissus adipeux et comme pour
I'adaptateur APS, elle interagit via son domaine SH2 avec le domaine kinase de I'IR (Rui et al.,
1997). Ces résultats suggerent I'implication de cet adaptateur dans la voie de l'insuline,
fonction qui a été confirmé par le phénotype des souris SH2B7/- présentant une hyper-

insulinémie, une hyperglycémie et une intolérance au glucose (Duan et al., 2004).

Ainsi, les protéines APS et SH2-B s’associent au méme site dans la région kinase de I'IR.
Cependant, le phénotype des souris déficientes pour ces deux génes est trés différent, indiquant

que les adaptateurs APS et SH2-B exercent des fonctions différentes in vivo (Duan et al., 2004).

D’autre part, la leptine est une hormone produite et sécrétée par les adipocytes, permettant
de réguler le métabolisme et la perte de poids. Au niveau des neurones de I'hypothalamus, elle
active principalement les voies de signalisation JAK2/STAT3 et IRS/PI3K. Ainsi, les souris
SH2-B/- développent une résistante a la leptine associée a une obésité, suggérant que SH2-B
régule positivement la signalisation induite par la leptine au niveau des neurones
hypothalamiques (Li et al., 2007b; Ren et al., 2005 ). En réponse a la leptine, JAK2 permet
'activation du récepteur a la leptine et activation des molécules de signalisation dont STAT3
et 'IRS-1 et 2. La formation du complexe IRS/JAK2 facilite ensuite I'activation de la PI3K
(Duan et al., 2004 ; Li et al., 2007b; Ren et al., 2005 ).

En ce qui concerne 'adaptateur APS, les souris APS7~ présentent un taux élevé de leptine.

Cependant, il semble que APS ne soit pas nécessaire pour '’homéostasie du glucose.

Ainsi, ces résultats mettent en évidence l'importance de SH2-B dans la régulation du
métabolisme via la voie de la leptine, tandis que APS exerce un controle négatif sur cette voie

sous certaines conditions.
2. Les voies de signalisation de ’hormone de croissance

L’adaptateur SH2-B est également impliqué dans la signalisation de I'’hormone de
croissance (GH) en se liant de deux maniéres a JAK2. D’abord, elle s’associe via sa région N-
terminale a JAK2 inactif permettant le maintien de la kinase a 1’état basal et ensuite via son
domaine SH2 a JAK2 actif. Dans les lignées 3T3T-F442A (adipocytes) et COS (fibroblastes),
I'expression de SH2-B stimule la phosphorylation de JAK2 et donc I'activation de STAT5 via
son domaine SH2 en réponse a la GH (Rui et al., 2000). Ainsi, le domaine SH2 est critique
pour la fonction de SH2-B. En outre, SH2-B agit également comme une molécule d’ancrage en

recrutant Rac et probablement d’autres protéines régulant Rac ou le cytosquelette d’actine. En
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effet, SH2-B régule positivement le cytosquelette d’actine et la motilité cellulaire de fibroblastes

3T3 en réponse a la stimulation par la GH (Diakonova et al., 2002).
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Tableau 6 : Role des protéines adaptatrices de la famille LNK dans d’autres systémes cellulaires

Région ) Voie de Systéme
Adaptateur ) Partenaires ) o Role . Référence
d’interaction signalisation d’étude
) ) (Qian and
SH2-B Nter SH2-B APS | NGF Prolifération HEK293T )
Ginty, 2001)
(Rui et al.,
Nter GH ACthathﬂ F442A
SH2-Bj SH JAK2 e signalisation adipocytes (Li et al.,
eptine Métabolisme 2007b)
COS
IR | Insuline Métab.olisme Lignées CHO, (Li et al., |
SH2-B SH2 Adhésion Adhésion 2007a ; Rui
GH o 3T3-F442A
focale Migration et al., 2000)
Lignée
Yousaf et al.,
SH2-B SH2 PDGFR PDGF Prolifération fibroblastes (ZO%Lis)a e
NIH-3T3
Lione (Eggert et al.,
fenee 2000; Qian
neuroblastome .
SHOB SH.SYSY and Ginty,
APS‘ SH2 Trk NGF Différenciation i 2001; Rui et
PC12 al., 1999a;
HEK293T Rui et al.,
1999b)
) ) (Qian and
APS Nter SH2-B APS | NGF Prolifération HEK293T )
Ginty, 2001)
(Hu et al.,
2003
APS CHO-IR )
APS SH2 R Insuline Nd (Hu and
C
. Hubbard,
2006)
SH2 Ligné
PDGFR - enee (Yokouchi et
APS Y618 en C- PDGF Prolifération fibroblastes
Chl al., 1999)
ter NIH-3T3
Lignée PC12 (W cal
LNK SH2 Trk NGF Prolifération et neuronales 20 fllr;g et
primaires

Violet : Réle activateur des protéines ; Nd : non déterminé dans larticle
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IV. Mécanisme d’action des adaptateurs de la famille LNK :
le modele SH2-B/JAK2

Comme décrit dans ce chapitre, les membres de la famille LNK controlent un grand
nombre de voies de signalisation activées par les kinases JAK, associées aux récepteurs aux
cytokines et les RTK. Le mécanisme par lequel les protéines de la famille LNK agissent n’a pas
été completement déterminé. Cependant, des études biochimiques de cristallisation et de
modélisation sur SH2-B et APS, ont permis de mettre en évidence leur mode de
fonctionnement, par leur capacité a former des homo- ou des hétéro-oligomeéres. Cette structure
leur permet de s’associer de facon directe avec le récepteur ou avec des molécules telles JAK2,
régulant ainsi I'activité kinase de ces protéines. De ce fait, deux modeles de régulation de

activité kinase JAK2 par SH2-B via la GH et la leptine ont été proposés (Maures et al., 2007) :

Le premier modele implique la dimérisation de SH2-B ou I'adaptateur joue un role
d’activateur pour la kinase JAK2 suite a la stimulation par la GH (Rui et al., 2000). En effet,
I'équipe de Nishi a démontré que SH2-BB forme un homodimére avec un des isoformes de
SH2-B via leur domaine de dimérisation. Dans leur modele, ce dimeére facilite et stabilise la
dimérisation des protéines JAK2 associées apres stimulation du récepteur, ce qui augmente la
transphosphorylation de JAK2 nécessaire pour son activité kinase. En effet, la dimérisation de
SH2-B est nécessaire pour la dimérisation de JAK2 car il permet la colocalisation de SH2-B et
JAK2, la liaison de SH2-B via son domaine SH2 au résidu tyrosine phosphorylé Y813 de JAK2
et par conséquent, la phosphorylation de I'adaptateur par la kinase. Ceci a été confirmé par la

protéine SH2-B tronquée pour ce domaine qui agit comme un dominant négatif sur activation

de JAK2 (Figure 20) (Hu and Hubbard, 2006; Nishi et al., 2005 ).

Le deuxieme modele suggere que SH2-B n’est qu’un adaptateur pour JAK2 dans la voie de
la leptine. La leptine se lie a son récepteur permettant la transphosphorylation et 'activation de
JAK2. SH2-B se lie ainsi au résidu Y813 phosphorylé de JAK2 via son domaine SH2, induisant
sa phosphorylation sur des résidus tyrosine. De cette facon, les résidus tyrosine phosphorylés de
SH2-B permettent aux protéines IRS de s’associer. JAK2 peut ainsi phosphoryler ces protéines

de signalisation dont les résidus tyrosine phosphorylés servent de site d’ancrage a la PI3K (Li et

al., 2007b; Maures et al., 2007 ) (Figure 21).
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Figure 20 : Mécanisme d’action de SH2-B sur JAK2 stimulé par la GH : role d’activateur

La GH se lie a son récepteur (GHR) induisant la transphosphorylation et I'activation de JAK2. Les
résidus tyrosine phosphorylés (étoile verte) Y813 de JAK2 permettent le recrutement des protéines SH2-
B et sa phosphorylation par la kinase. Ainsi, SH2-B stimule directement I'activité de JAK2 (i) induisant
I'augmentation de la phosphorylation de ses partenaires (ii). D’aprés Maures et collaborateurs (Maures et

al., 2007).

Figure 21 : Mécanisme d’action de SH2-B sur JAK2 stimulé par la leptine

La leptine se lie sur son récepteur (LRb) induisant la transphosphorylation et I'activation de JAK2. Les
résidus tyrosine phosphorylés (étoile verte) Y813 de JAK2 permettent le recrutement des protéines SH2-
B et leur phosphorylation. Puis SH2-B stimule directement 'activité de JAK2 et se lie simultanément
aux IRS (i) résultant en Dactivation des IRS par JAK2. La phosphorylation des IRS permet le
recrutement et |'activation de la PI3K (ii). D’aprés Maures et collaborateurs (Maures et al., 2007).
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Les chapitres précédents ont décrit les voies de signalisation impliquées dans ’hématopoiése
et 'importance de leur régulation. La dérégulation de ces voies peut conduire a des pathologies

auto-immunes, inflammatoires chroniques ou lympho/myéloprolifératifs.

La protéine régulatrice LNK est un inhibiteur impliqué dans le développement de
pathologies hématopoiétiques myéloides et lymphoides, dont les Néoplasmes Myéloprolifératifs
(NMP). De plus, elle est aussi impliquée dans la leucémie lymphoblastique aigué du type B

(LLA-B), mais également dans des maladies inflammatoires chroniques et vasculaires.

Nous nous sommes ainsi intéressés plus particulierement au role de LNK dans les NMP. De
ce fait, ce chapitre détaillera 1'état des connaissances actuelles sur les aspects cliniques et
moléculaire de ces hémopathies. L'importance biologique de LNK et de ses anomalies
génétiques retrouvées chez les patients atteints de NMP, ainsi que dans d’autres pathologies

humaines seront également discutées.

I. Les Néoplasmes Myéloprolifératifs

A. Caractéristiques cliniques

Les Néoplasmes My¢éloprolifératifs sont des maladies hétérogénes clonales des HSC,
caractérisées par une production excessive de cellules sanguines matures due a leur
hypersensibilit¢ aux cytokines. Elles ont été classifiées pour la premiere fois en 1951 par
William Dameshek par rapport a leurs ressemblances au niveau des caractéristiques cliniques
(Dameshek, 1951). Ces pathologies sont généralement asymptomatiques et diagnostiquées a la
suite de bilan sanguin avec une incidence annuelle entre 0,5 et 2,5 cas pour 100 000 personnes.
L’organisation mondiale de la santé (OMS) les a divisées en fonction du statut de translocation
des chromosomes 9 et 22 [t (9;22)], appelée chromosome Philadelphie (Ph), les lignées

myéloides impliquées et le taux de transformation de la leucémie myéloide aigué (LMA).

Selon 'OMS, il existe plusieurs types de NMP dont les plus fréquentes sont la leucémie
myéloide chronique (LMC), la polycythémie vraie (PV), la thrombocytémie essentielle (TE) et la
myélofibrose primitive (MFP), collectivement appelées NMP « classique ». La LMC se distingue
des autres NMP par la présence du chromosome Ph, généré par la fusion des génes
« Breakpoint Cluster Region » (BCR) et Abelson (ABL). La fusion BCR/ABL entraine alors
'activation constitutive de la tyrosine kinase ABL, impliquée dans la croissance cellulaire et
I'inhibition de 'apoptose responsables de la maladie. (Campbell and Green, 2006) (Vakil and
Tefferi, 2011).

Quant aux pathologies PV, TE et MFP, elles sont dites « BCR-ABLI-négatif » ou «
chromosome Ph-négatif » (Ph). Bien que les NMP Ph™ aient des caractéristiques biologiques
similaires, elles sont cliniquement distinctes avec des phénotypes et une progression de la
maladie hétérogene. Ainsi, la PV est caractérisée par une expansion excessive des cellules de la
lignée érythrocytaire et une prolifération accrue des cellules myéloides dans la moelle osseuse.

La production anormale de globules rouges conduit a une augmentation du volume et de la
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viscosité sanguine, pouvant entrainer des hémorragies et des thromboses. Les patients atteints
de TE ont une prolifération accrue de mégacaryocytes, de plaquettes et présentent
occasionnellement des thrombocytoses. Un pourcentage de 10 4 20% des patients PV et TE ont
une progression de la maladie en myélofibrose. Cette maladie est différente au niveau des
anomalies moléculaires comparé a la MFP mais similaire pour les caractéristiques cliniques. La
MFP est la forme la plus sévere des NMP. Elle est caractérisée par une prolifération excessive
des cellules myéloides, notamment les mégacaryocytes et les granulocytes, et accompagnée d’une
fibrose de la moelle osseuse. Ces patients peuvent aussi présenter une cytopénie du sang
périphérique avec une leuco-érythroblastose, une inflaimmation systémique et une
hématopoiese extramédullaire aboutissant a une splénomégalie et une hépatomégalie
(Campbell and Green, 2006). En outre, la MFP peut survenir de novo ou suivant une PV ou une
TE (Myélofibrose post-PV et postTE). A long terme, 2 & 7% des patients PV et TE, et 8 a 30%
des patients MFP ont une progression de la maladie en LMA (Figure 22).
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Sang péripherique Moelle osseuse Moelle osseuse
(H &E) (marquage de
la réticuline)

P AT

Polycythémie Vraie (PV):
Erythocytes

Thrombocythémie Essentielle (TE):
Mégacaryocytes/Plaquettes

Myélofibrose Primitive (MFP):
Mégacaryocytes/Granulocytes

Thrombose

s

Hémorragie

Figure 22 : Caractéristiques cliniques et évolution des NMP (Ph-)

Thrombocytémie Essentielle (TE) ; Polycythémie Vraie (PV) ; Myélofibrose Primitive (MFP) ; Leucémie
Myéloide Aigué (LMA)
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B. Caractéristiques moléculaires

En 2005, la découverte d’'une mutation gain de fonction dans la kinase JAKZ, appelée
JAK2-V617F, chez les patients atteints de NMP Ph™ fut une avancée majeure dans la
compréhension de ces pathologies. Cette découverte a été rapidement suivie de I'identification
de mutations somatiques sur d’autres protéines, avec une fréquence variable. Généralement, ces
mutations ciblent des génes impliqués dans la signalisation, dans la dérégulation épigénétique

et dans la transformation leucémique (Tableau 7) (Vainchenker et al., 2011).

Il existe plusieurs stades d’évolution de ces NMP dont la phase chronique, la phase
d’accélération et la phase de transformation leucémique. De ce fait, un certain nombre d’études
se sont focalisées sur le role de mutations somatiques dans les différentes étapes de la
progression de ces maladies. Ces mutations chez les patients atteints NMP peuvent étre classées
en deux groupes selon leur fonction. Le premier groupe comprend les mutations déterminantes
conduisant au phénotype NMP, capables d’induire la croissance clonale des cellules, telles que
les mutations somatiques de JAK2, MPL et de la calréticuline (CALR). Ce type de mutations
procure un avantage sélectif a un clone, causant son expansion. Cependant, ces mutations ne
sont pas nécessairement initiatrices du développement de ces pathologies. Le deuxieme groupe
inclut les mutations modifiant le phénotype NMP induisant 'accélération et la progression de
ces maladies. Ces mutations ménent, par la suite, 2 une transformation leucémique. Par
ailleurs, ces derniéres peuvent étre subdivisées en deux groupes. Le premier est constitué des
mutations dites initiatrices, conférant des avantages aux clones, sans induire des phénotypes de
la maladie (exemple, les génes TET2 et DNMT3A). Quant au deuxiéme groupe, il comprend les
mutations capables d’agir en synergie avec les mutations déterminantes du phénotype NMP et
d’en modifier les effets. Ces mutations se trouvent sur des protéines de signalisation (LNK,
CBL, «Neuroblastoma RAS» (NRAS), «Neurofibromatosis 1» (NF1)), régulateurs
épigénétiques (EZH2, ASXL1), ou encore facteurs de transcription (« IKAROS zinc finger
protein 1» (IKZF1), « Runtrelated transcription factor 1» (RUNX1)). Toutefois, la seule

présence de ces mutations n’entraine pas un phénotype NMP (Milosevic and Kralovics, 2013).

Ces données suggerent que les NMP sont des pathologies complexes, résultant de la
combinaison de plusieurs phénomenes génétiques. Cependant, elles ont toutes en commun
une hyper-activation de la voie de signalisation JAK/STAT avec de nombreuses mutations sur

des protéines impliquées dans cette voie. Par conséquent, la dérégulation de la voie

JAK2/STAT semble étre 'origine du développement des NMP Ph’ (Pasquier et al., 2014).
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Tableau 7 : Fréquences des mutations retrouvées dans les NMP Ph’

Geéne MFP TE PV

Molécules de signalisation

JAK2-V617F 50-65 50-65 90-95
JAKZ exon 12 - - 2-4
CALR 20-35 20-25

MPLW515K/L 4-10 25

Cbl 4.6

LNK 3-6 3-6 o

Régulateurs épigénétiques

TET2 8-17 4-5 10-16
ASXL1 723 5-8 25
DNMT3A 6-15 3 57
IDH1/2 4 <1 2
EZH2 5-13 - 3
SETBPI 2,5

Epissage ARN

SRSF2 8,5

Autres

TP53 24

«ten eleven translocation member 2» (TET2), «additional sex combs like 1» (ASXL1), « DNA
methyltransferase 3A » (DNMT3A); « isocitrate dehrogenase » (IDH1/2); « enhancer of zeste homolog
2 » (EZH2); « tumor protein 53 » (TP53); « SET protein binding 1 » (SETBP1); « serine and arginine rich
splicing factor 2 » (SRSF2).  **Rarement identifiées chez les patients PV négatifs pour JAK2-V617F.
D’apres Sochacki et collaborateurs (Sochacki et al., 2016).
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1. Les principales mutations déterminantes menant au phénotype

NMP

a. Les mutations de JAK2

Comme décrit dans le chapitre 2, la kinase JAK2 joue un role important dans
I’hématopoiése normale en réponse aux cytokines, par conséquent la dérégulation de cette
kinase peut entrainer le développement de plusieurs pathologies hématopoiétiques. Il existe
une substitution d’une guanine en thymine du nucléotide 1849 du gene JAK2, situé sur le
chromosome 9p24 chez les patients atteints de NMP Ph, dans I'exon 14. Cette mutation
correspond a la substitution de I'acide aminé valine (V) en position 617 par une phénylalanine
(F), V617F, dans le domaine JH2 de la kinase (Figure 23A) (Baxter et al., 2005 ; James et al.,
2005 ; Kralovics et al., 2005 ; Levine et al., 2005). La présence de cette mutation a été identifiée
dans plus de 95% des patients atteints de PV et plus de 50 % des patients TE et MFP. De ce
fait, elle est, a présent, un des biomarqueurs de ces pathologies. La plupart de patients atteints
de PV et certains MFP sont homozygotes pour cette mutation, résultant de la recombinaison
mitotique du chromosome 9p de JAK2. Cette recombinaison est rarement détectée chez les

patients ET.

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été réalisées afin de comprendre le fonctionnement de
cette mutation somatique dans la pathogénese des NMP. La mutation JAK2-V617F affecte le
domaine JH2 de la protéine, en abolissant sa fonction inhibitrice, ce qui conduit a 'activation
constitutive de la kinase. Afin d’induire la transformation cellulaire et d’activer les cibles en
aval, la kinase activée nécessite toujours l'interaction via son domaine FERM avec les récepteurs
fonctionnels de cytokines homodimériques EPOR, MPL ou G-CSFR. Ces trois récepteurs
controlent les lignées érythrocytaires, mégacaryocytaires et granulocytaires, ce qui explique
pourquoi la prolifération dépendante de JAK2-V617F affecte ces trois lignées (Funakoshi-Tago
et al.,, 2010; Lu et al., 2005 ). Ainsi, 'expression de la forme JAK2-V617F dans les lignées
hématopoiétiques  entraine lactivation  constitutive des voies de  signalisation
JAK2/STAT1/3/5, MAPK et PI3K/Akt (James et al., 2005 ; Levine et al., 2005). L’analyse de
ces différentes voies dans des modeéles animaux, a mis en évidence I'importance de 'activation
de protéines STAT dans le caractére oncogénique de JAK2-V617F, conduisant au phénotype
NMP. Les phénotypes PV, TE et MFP ont respectivement été associés a une activation
importante de STAT5, STAT1 et STAT3. Cependant, ces études ont surtout identifi¢ STAT5
comme facteur clé pour la fonction oncogénique de JAK2-V617F dans les NMP. Par
conséquent, STATS5 pourrait représenter une cible pour 'inhibition de cette voie. Récemment,
des inhibiteurs de STATS5 ont été générés et utilisés in vivo (Skoda et al., 2015).

Bien que les protéines STAT soient des protéines importantes dans la signalisation de JAK2
oncogénique, d’autres voies de signalisation en aval de JAK2 y participent également, y compris
les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et Ras/MAPK. Dans ce contexte, des inhibiteurs
de la voie PI3K/AKT/mTOR ont été étudiés in vitro et dans les modéles NMP murins. Ils
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permettent une inhibition de la croissance des cellules exprimant JAK2-V617F. L'effet du
ruxolitinib, inhibiteur de JAK2, en synergie avec les effets des inhibiteurs de la voie PI3K
permet d’inhiber d’avantage, la croissance des cellules exprimant JAK2-V617F. De ce fait,

certains inhibiteurs de la voie PI3K sont déja en essais cliniques chez les patients atteints de

NMP (Choong et al., 2013).

En plus de son role important dans I'activation de voies de signalisation des cytokines,
JAK2 est capable d’agir comme régulateur épigénétique, notamment de 'histone H3 ou de
I'arginine methyltransféerase (PRMT5) dans le noyau. Dans les cellules hématopoiétiques, JAK2
nucléaire phosphoryle I'histone H3 sur le résidu Y41, ce qui bloque le recrutement de la
protéine répresseur de I'hétérochromatine lao (HPla), permettant ainsi I'augmentation de
I'expression de plusieurs génes, dont 'oncogéne LMO2 (Dawson et al., 2009). JAK2-V617F
interagit et phosphoryle également la protéine PRMT5 avec une affinité plus importante que
JAK2-WT. Cette propriété est renforcée par JAK2-V617F et abolit I'interaction entre PRMT5 et
son cofacteur MEP50, conduisant a une activité méthyltransférase diminuée (Liu et al., 2011).
Ainsi, ce role nucléaire émergent de la mutation JAK2-V617F semble révéler des effets
spécifiques de cette mutation sur la chromatine, pouvant aidé a I'¢laboration de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Dans les rares cas de PV négatifs pour JAK2-V617F, un faible pourcentage (2-4%) de
patients ont des mutations somatiques, gain de fonction, dans 'exon 12 de JAK2 (Pietra et al.,
2008). Ces mutations sont localisées dans la région entre les domaines SH2 et JH2,
généralement entre les résidus 537 et 543, dont la mutation K539L, induisant l'activation
constitutive de la kinase (Figure 23A). Bien que ces mutations ne soient pas situées dans le
domaine régulateur JH2, elles peuvent modifier la structure de ce domaine d’'une maniere tres
similaire a celle de la mutation VO17F. De ce fait, elles ont des conséquences fonctionnelles
similaires sur le domaine JH2, conduisant a2 un phénotype myeloproliferative, démontré dans
un modele de greffe de moelle osseuse de souris. Les patients ayant la mutation JAK2-K539L
ont une augmentation de 'érythrocytose, une diminution du taux d’EPO dans le sérum et les
mémes caractéristiques cliniques que les patients PV ayant JAK2-V617F (Scott et al., 2007).
Cependant, les mutations de 'exon 12 ne sont pas associées aux patients TE et MFP, bien que
les patients atteints de PV ayant la mutation JAK2K-539L, puissent évoluer vers une
myélofibrose secondaire. De maniére intéressante, le résidu F595, situé dans I'hélice C du
domaine pseudokinase, s’est avéré nécessaire pour la fonction des mutants V617F et K539L,
mais pas pour l'activation de JAK2-WT (Dusa et al., 2010). De ce fait, le résidu F595 pourrait

étre une cible afin bloquer sélectivement ces formes oncogéniques de JAK2.

D’autres mutations somatiques rares de JAK2 ont également été retrouvées dans les NMP et
dans les LLA-B (mutations exon 16) (Kearney et al., 2009; Pasquier et al., 2014 ). Plus
récemment, un certain nombre de mutations germinales de JAK2 ont été¢ décrites dans des

néoplasmes familiaux, la plupart d'entre elles sont associées a un phénotype de thrombocytose

(Marty et al., 2014).
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Puisque la majorité des mutations activatrices se trouvent dans le domaine JH2 de JAK2,
important pour la fonction auto-régulatrice de la kinase, ceci suggere qu’elles diminuent cette
fonction. Ainsi, ces mutations pourraient agir par un mécanisme allostérique. Des études
récentes ont démontré que le domaine JH2 de JAK2 a une double activité kinase, permettant
de phosphoryler des résidus tyrosine et sérine. La perturbation du site de fixation de
I'adénosine triphosphate (ATP) dans le domaine JH2 de JAK2-V617F réduit 'activité kinase de
cette forme oncogénique. Ces résultats suggérent que la fixation de 'ATP au domaine JH2 est
nécessaire pour augmenter lactivit¢ de JAK2-V617F. Ainsi, en accord avec ces données,
I'équipe de Silvennoinen propose un modeéle d’activation de JAK2-V617F ou en I'absence de
cytokine, le récepteur lié aux deux protéines de JAK2 est maintenu a l'état inactif grice a
I'interaction entre les domaines JH2 et JH1 de JAK2 (Figure 23B gauche). Cette conformation
serait en équilibre avec une forme partiellement active de la kinase ou JHI n’est plus en
interaction avec JH2, ce qui favorise la transphosphorylation des kinases JAK2 sans stimulation
par cytokine (Figure 23B centre). Lors de la présence de la mutation JAK2-V617F, cette
conformation partiellement active serait favorisée, en déstabilisant I'interaction entre JH2 et
JH1. La stimulation du récepteur par son ligand est alors nécessaire pour I'activation compléte
des protéines JAK2 en induisant un réarrangement structural des domaines cytoplasmiques du
récepteur ce qui favorise le rapprochement des kinases et leur transphosphorylation (Figure 23B

droite).
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A JAK2
JH7JH6  JH5JH4 JH2 JHI1
N SH2like Kinase ﬂ_ c
37 380 401 482 545 809 849 1124
JAKZ exon 12 (PV) JAKZ exon 14 (LLAT, LLA-B)
N542-E543del (PV, TE, MFP) ETV6JAK2 (9;12)(p24;p13)
E543-D544del (NMP, CEL, IMC, LMA)
’ . PCM 1JAK2; (9;22)(p24s5q11.2)
F537-K539delinsL LLAB I MC. LLAB
541 E543delingl g_zLélls BCRJAK2t(9;22)(p24;q11.2)
- clins JAK2 exon 16 (LLA-B)
ete (DS-LLA-B) PAX5JAKZ; inv(9)(p13;p24);
R683G/S/T/K t9;9(p13;p24); delO)(p13p24)
AIREED (LLA-B)
ere SSPB2JAKZ; 1(5;,9)(q14.1;p24.1)
LLA-B
STRN3JAK2; t(9;14)(p24;q12)
B

inactive

partially fully active
active kinase kinase

Figure 23 : Modéle d'activation de JAK2-V617F

A) Représentation schématique des mutations de JAK2 B) Modele d’activation de JAK2. A gauche : a
Iétat basal, JH2 interagit avec JH1 afin de maintenir JAK2 dans un état inactif. Au centre : forme
partiellement active de JAK2 ou l'interaction JH2-JH1 n’a plus lieu en I'absence de cytokine, permettant
aux protéines de se transphosphoryler, conformation favorisée par la présence de la mutation V617F. A
droite : la liaison entre la cytokine et le récepteur permet un changement conformationnel du récepteur,
un rapprochement des kinases et leur transphosphorylation. D’aprés Skoda et collaborateurs, Tefferi et

collaborateurs (Skoda et al., 2015 ; Tefferi, 2016).
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Depuis sa découverte, JAK2-V617F a été largement étudiée in vivo afin de disséquer
précisément le role de cette mutation dans la pathogénése des NMP. Pour cela, trois types de

modeles murins différents ont été générés : rétrovirales, transgéniques et « knock-in » (Figure

24).

Les premiers modeles ont été générés par transplantation de la moelle osseuse exprimant
JAK2-V617F apres infection rétrovirale. Ces modeéles ont montré que 'expression de JAK2-
V617F in vivo est suffisante pour induire un phénotype NMP, notamment PV suivi d’une
myélofibrose secondaire. Par ailleurs, ces modeéles ont montré une variabilité dans le phénotype
et la pénétrance de la maladie, probablement liées a une différence dans le niveau d’expression
de l'oncogéne. Pour contourner ce probléme, trois groupes ont générés des modeles
transgéniques conditionnels. Les principales conclusions tirées des modeéles transgéniques sont
que le niveau d’expression de JAK2-V617F détermine le phénotype du NMP. En effet, une
expression basse de JAK2-V617F résulte en un phénotype semblable a la TE, tandis qu'une
expression plus élevée de l'oncogéne confére un phénotype similaire a une PV sans
thrombocytose. En revanche, une expression similaire de JAK2-V617F et JAK2-WT géneére des
souris ayant un phénotype proche de PV avec une thrombocytose. Cependant, la diversité
phénotypique de ces modeéles animaux pourrait étre liée a une différence dans le site d’insertion

du transgéne.

Pour valider cette hypothése, quatre modeles de JAK2-V617F ont été développés en
utilisant une approche « knock-in ». Dans ces modeles, la mutation a été mise sous le controle
du promoteur de JAK2 endogeéne. Les principaux objectifs de ces modeles étaient : (i)
reproduire les NMP humains a travers l'expression physiologique de JAK2-V617F, (ii)
'évaluation de 'impact du dosage des génes JAK2-V617F sur le phénotype de la maladie et (iii)
évaluer les effets de JAK2-VO17F sur les cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques.
Ainsi, ces modeéles murins ont montré que 'expression de JAK2-V617F hétérozygote aboutit a
un phénotype PV, sauf dans le cas de I'expression de la protéine JAK2-V617F humaine qui est
associée a un phénotype TE. De plus, la mutation JAK2-V617F semble apporter un avantage
clonal aux HCS. Cependant, elle ne confére pas de propriétés d’auto-renouvélement aux

progéniteurs myéloides engagés (Li et al., 2011 ; Mullally et al., 2012).

Ces modeles récapitulent de maniére fiable, les caractéristiques cliniques des patients

atteints de NMP, chez la souris et ils ont contribué¢ a faire progresser les connaissances

biologiques sur les NMP JAK2-V617F-positif chez ’homme.

En ce qui concerne les mutations dans I'exon 12 de JAK2, les études in vivo ont montré que
les souris transplantées avec des cellules médullaires exprimant le mutant JAK2-K539L,

développent spécifiquement une polyglobulie et un phénotype myéloprolifératif (Scott et al.,
2007).
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SUREXPRESSION RETROVIRALE ET TRANSPLANTATION DE MOELLE OSSEUSE

Hématocrite élevé

Taux élevé en globules blancs PV

Taux de plaquettes normal PMF

Myélofibrose
MODELES TRANSGENIQUES

Promoteur H2Kb Hématocrite inchangé ET

Promoteur Vav Taux de plaquettes élevé PMF

Promoteur huJAK2 Myélofibrose PV
MODELES KNOCK-IN

Induction Constitutive 50% d’expression de WT PV-like

Expression plus faible ou similaire a WT J ET

de plpC

Figure 24 : Mod¢le de souris pour I'étude de JAK2-V617F
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b. Les mutations du MPL

Les causes génétiques de TE et MFP sont plus hétérogenes que celles du PV ou la mutation
JAK2 est la principale responsable. L'utilisation de techniques de séquencage plus sensibles, ont
permis d’identifier des mutations somatiques dans le récepteur MPL et plus récemment, dans la

protéine chaperonne calréticuline chez des patients atteints de TE et MFP négatifs pour JAK2-
V617F.

Les mutations activatrices du récepteur, peuvent étre germinales dans de rares cas de
thrombocytose familiale (MPL-S505N), ou somatiques chez des patients TE (4%) et des patients
MEFP (10%) négatifs pour JAK2-V617F (Ding et al., 2004 ; Pardanani et al., 2006). Les
mutations les plus fréquentes se trouvent dans I'exon 10 et correspondent a une substitution du
résidu tryptophane (W) en position 515 en lysine (K) ou leucine (L), W515K/L (Figure 25). Le
mécanisme d’action de ces mutations faux-sens implique des modifications dans la
conformation du dimere MPL et des kinases JAK2 associées. En effet, le résidu W515 du MPL,
dans la région juxtamembranaire du récepteur, est essentiel au maintien de sa forme inactive, ce
qui implique que la mutation de ce résidu meéne a Pactivation constitutive du récepteur (Staerk
et al., 2006). Cette activation cause la phosphorylation constitutive de JAK2, STAT3 et STATS,
ainsi que des protéines ERK et AKT, entrainant une hypersensibilit¢ a la TPO et la
prolifération des lignées cellulaires, indépendamment de la cytokine. L'expression de MPL-
W515L dans les expériences de reconstitution de la moelle osseuse de souris, induit un
phénotype semblable a la MFP avec thrombocytose, leucocytose, hépato-splénomégalie et

myélofibrose, menant a une issue fatale (Pikman et al., 2006).
c. Les mutations de la calréticuline

La deuxiéme avancée importante dans la compréhension de la pathogenése des NMP, est la
découverte de mutations somatiques dans la calréticuline, chez 20 a 35 % des patients TE ou
MFP négatifs pour JAK2-V617F en 2013. Ces mutations sont les plus fréquentes apres JAK2-
V617F dans les NMP. A ce jour, les deux mutations le plus souvent identifiées sont : une
délétion (Del) de 52 paires de bases et une insertion (Ins) de 5 paires de bases toutes deux au
niveau de I'exon 9. Ces mutations entrainent un décalage du cadre de lecture qui modifie la
région C-terminale de la protéine, impliquant la perte du motif KDEL (lysine-acide aspartique-
acide glutamique-eucine) nécessaire a la rétention de la protéine dans le réticulum
endoplasmique (Figure 26) (Vainchenker et al., 2016).

Les patients avec ces mutations ont une meilleure survie et peu de risque de thrombose
comparé aux patients TE ayant la mutation JAK2-V617F. Les patients TE positifs pour la
mutation CALRdel52 développent trés souvent une myélofibrose secondaire contrairement a
ceux ayant la mutation CALRins5 (Cazzola and Kralovics, 2014). Un phénotype similaire est
observé dans les modeles animaux avec les mutations CALRdel52, présentant une

thrombocytose qui progresse éventuellement vers une myélofibrose (Marty et al., 2016).
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Les mutations de CALR et de JAK2 sont mutuellement exclusives chez les patients atteints
de NMP, cependant, les mutations de CALR sont également activatrices de la voie JAK/STAT.
En effet, il a été montré que la liaison des mutants CALR au récepteur MPL induit I'activation
de ce dernier, permettant le rapprochement et I'activation des kinases JAK2, et ainsi une
expansion mégacaryocytaire indépendante de la stimulation du récepteur MPL par la TPO.

Toutefois, le mécanisme par lequel les mutations de CALR agissent n’est pas clairement défini

(Chachoua et al., 2016).
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MPL '

MPL-S505N

Région —
juxtamembranaire

MPL-W515L/K

Figure 25 : Représentation schématique des mutations du récepteur MPL

D’apres Bennett et collaborateurs (Bennett and Stroncek, 2006)
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Figure 26 : Représentation schématique des mutations de la calréticuline

D’aprés Vainchenker et collaborateurs (Vainchenker et al., 2016).

105



Roéle de LNK dans les pathologies humaines

2. Autres mutations identifiées dans les NMP

Des régulateurs négatifs de la voie JAK/STAT, telles que Cbl ou SOCS ont été retrouvés
mutés dans les NMP, cependant ces mutations sont trés rares. Les mutations faux-sens de Cbl
sont associées exclusivement aux patients atteints de MFP. Elles se situent majoritairement dans
les domaines RING-inger et linker. Ces mutations entrainent une diminution de la
dégradation des protéines de signalisation, dont celle des kinases JAK, permettant ainsi la
prolongation du signal. Quant aux mutations des protéines SOCS 1 et 3 elles sont dues a une

hyperméthylation ou une délétion de leurs génes. Elles peuvent étre simultanément présentes
avec la mutation JAK2-V617F ou MPL-W515K/L chez les patients atteints de NMP (Cleary and
Kralovics, 2013).

En plus des mutations sur les protéines de signalisation, les patients atteints de NMP
peuvent étre porteur de mutations sur les génes impliqués dans la régulation épigénétique et
I'épissage d’ARN, qui ne sont pas exclusives aux NMP (Tableau 7). La fréquence de ces
mutations est faible, cependant elles peuvent coopérer avec les mutations des protéines de
signalisation afin de promouvoir la myélofibrose ou la transformation leucémique et /ou
raccourcir la survie du patient. Les plus fréquentes sont sur les génes TET2, ASXLI1, EZH2 et
DNMT3A. Les mutations du facteur d’épissage SRSF2 surviennent chez les patients MFP et
sont souvent associées aux mutations de JAK2 et MPL, rarement a celles du gene CALR.

(Tableau 7).
3. Autres facteurs impliqués dans le développement des NMP

En effet, hormis les mutations somatiques acquises, il est évident que d’autres éléments
jouent un role important dans 'apparition et I'évolution clonale de NMP. Ces facteurs peuvent
étre la présence de mutations génétiques, y compris la présence des polymorphismes (SNP), des
inflammations chroniques et des altérations de la niche hématopoiétique. Tous ces facteurs

sont considérés comme facteurs clés impliqués dans la pathogenése de NMP.

A ce jour, plusieurs SNP prédisposent aux NMP, dont 'haplotype 46/1 sur un locus de
JAK2. 11 fut le premier a étre identifi¢ et examiné, non seulement comme un facteur de risque
majeur de progression de NMP, mais aussi de ’hématopoiése clonale de JAK2-V617F (Jones et
al., 2009 ; Kilpivaara et al., 2009). De maniére intéressante, cet haplotype est fortement associé
a une réponse défectueuse aux cytokines et au risque accru de développer certaines maladies

inflammatoires, comme la maladie de Crohn.

En revanche, les différentes études cliniques, épidémiologiques et biologiques ont suggéré
un role déterminant de 'inflammation chronique dans I'évolution clonale et la progression de
NMP. Dans ce sens, la MFP représente un bon exemple de pathologie ou l'inflammation
chronique et les altérations dans la niche hématopoiétique jouent un role central dans le
processus  pathologique, comme en témoigne la  myélofibrose idiopathique,

'osteomyelosclerosis et la néoangiogenése qui lui sont associés et qui sont ses principaux
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éléments de diagnostics. Dans la MFP, des modifications d’interactions entre les HSC
/progéniteurs et les cellules stromales dans l'environnement hématopoiétique, seraient a
I'origine de la production excessive de cytokines par les cellules hématopoiétiques clonales et
par conséquent, de l'activation secondaire de cellules stromales. En effet, 'analyse des
cytokines, dans une cohorte de patients atteints de MFP, a montré que le taux élevé de certaines
cytokines inflammatoires corréle avec les symptomes des NMP (Tefferi et al., 2011). En outre, la
production excessive de facteurs hématopoiétiques, fibrogéniques, de croissance angiogénique,
ainsi que des composants de la matrice extracellulaire, entraine l'amplification du clone
hématopoiétique avec modifications dans sa sensibilité a ces facteurs, conduisant a la
stimulation de la myélofibrose (Lataillade et al., 2008). Cependant, une fois que les cellules
hématopoiétiques clonales ont marqué le stroma de leur empreinte inflammatoire, celui-ci
devient « indépendant » de la stimulation des cellules hématopoiétiques, résultant en une
inflammation incontrolée (Desterke et al., 2015). Ainsi, ces données renforcent le role de
I'inflammation dans le processus pathologique et suggére que son ciblage peut faire partie des
nouvelles approches thérapeutiques pour ces maladies. En effet, les résultats qu’on observe dans
le sérum de patients traités avec des inhibiteurs de JAK2 telle qu’'une une baisse spectaculaire

du niveau de nombreuses cytokines pro-inflammatoires appuient cette hypotheése.

C. Mutations et implications de 'adaptateur LNK dans les NMP

Le phénotype des souris déficientes pour I'adaptateur LNK est semblable aux
caractéristiques cliniques des patients atteints de NMP. Ces caractéristiques sont distinguées par
I'hyperprolifération des progéniteurs myéloides (mégacaryocytaires et érythrocytaires) due a une
hypersensibilité aux cytokines, par une splénomégalie et par une fibrose (Velazquez et al., 2002).
De ce fait, ces souris représentent un modele animal pertinent pour l'étude des NMP. L’analyse

de ces animaux Lnk”/- a mis en évidence I'importance de cet adaptateur dans la pathogenése des

NMP.

Des études génétiques et protéiques, dans les cellules dérivées de patients atteints de NMP
et des lignées hématopoiétiques, ont été réalisées sur 'adaptateur LNK. D’une part, elles ont
mis en évidence la régulation de I'expression de LNK par la voie de JAK2 activée par la TPO.
Cette expression est augmentée de facon significative dans les patients NMP, notamment ceux
positifs pour JAK2-V617F. Ces résultats ont également suggéré une régulation bidirectionnelle
différente entre LNK et les deux formes de JAK2 qui pourrait jouer un rodle important dans le
développement de ces pathologies (Baran-Marszak et al., 2010). D’autre part, ces études ont
démontré que I'adaptateur LNK est capable de s’associer via son domaine SH2 aux protéines
oncogéniques MPL-W515L et JAK2-V617F. Cette association aboutit a 'inhibition des voies de
signalisation en aval, telles que celles impliquant STAT3/5, MAPK et AKT. L’inhibition de ces

voies ménent a la diminution de la prolifération des cellules exprimant JAK2-V617F ou MPL-
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W515L (Baran-Marszak et al., 2010; Bersenev et al., 2008 ; Gery et al., 2009a ; Gery et al.,
2007 ).

Par ailleurs, 'analyse moléculaire de l'interaction entre LNK et les kinases JAK2-WT et
JAK2-V617F a mis en évidence l'existence d’'un nouveau site de liaison entre la région N-
terminale incluant le domaine PH (NPH) de LNK et ces formes de JAK2. Toutefois, il
semblerait que cette nouvelle interaction se fait de maniére plus importante avec JAK2-V617F,
suggérant une éventuelle utilisation de LNK comme inhibiteur spécifique de cette forme

oncogénique de JAK2. (Baran-Marszak et al., 2010).

L’ensemble de ces études ont suggéré que LNK joue un role inhibiteur important dans le
développement de ces pathologies. Cependant, I'identification des mutations de LNK chez ces

patients, a confirmé 'importance de cet adaptateur dans la physiopathologie des NMP.

Afin d’éclaircir le role de LNK dans les NMP, I'analyse génétique de cet adaptateur a été
réalisée par différents groupes dans les cellules des patients atteints de ces pathologies.
Différentes mutations de LNK ont été identifiées, dans les NMP (PV, TE et MFP) négatifs et
positifs pour JAK2-V617F. Ces mutations somatiques sont présentes a faible fréquence (<5 %)
et sont donc considérées comme des événements rares. Cependant, certaines mutations ont été
identifiées dans des transformations leucémiques postNMP (LMA) a une fréquence plus élevée
(13 %), ainsi que dans des érythrocytoses idiopathiques (EI) JAK2-négatifs (25%) (Tableau 8).

Les premieres mutations de LNK ont été mises en évidence chez deux patients TE et MFP
négatifs pour JAK2-V617F dans une cohorte de 33 patients. Ces mutations sont localisées sur
I'exon 2 codant pour le domaine PH de LNK. Il s’agit d’'une délétion de 5 paires de bases et
une mutation faux-sens remplacant 'acide glutamique (E) en position 208 par une glutamine
(Q), E208Q (Oh et al., 2010). Des mutations de LNK ont ensuite été rapportées dans tous les
domaines et régions de I'adaptateur (Figure 27) (Baran-Marszak et al., 2010 ; Ha and Jeon,
2011 ; Hurtado et al., 2011 ; Lasho et al., 2010 ; Spolverini et al., 2013).

Cependant, 'implication fonctionnelle et le mécanisme d’action des mutations de LNK ne
sont pas complétement définis a ce jour. Seules les mutations situées dans le domaine PH de
LNK ont été analysées dans les cellules dérivées de patients atteints de NMP ou dans des lignées
hématopoiétiques exprimant ces formes mutées de LNK. Ces études ont montré que certaines
mutations du domaine PH de LNK| telle que la mutation LNK-E208Q), inhibent partiellement
la prolifération cellulaire activée par la TPO ou I'EPO dans un contexte JAK2-WT (Koren-
Michowitz et al., 2013; Oh et al., 2010 ). Cependant, lorsque la forme mutée LNK-E208Q) est
exprimée dans des cellules positives pour JAK2-V617F, elle ne parvient plus a exercer sa
fonction inhibitrice (Koren-Michowitz et al., 2013) (Jungalee, A et al, manuscrit en

préparation).

De maniére intéressante, la mutation LNK-E208Q) a été récemment identifiée dans de cas
familiaux de NMP, confirmant lexistence des mutations germinales de LNK dans ces
pathologies. Cependant, cette mutation a elle-seule, ne confére pas un phénotype NMP. De ce

fait, ces résultats suggerent que LNK-E208Q coopére avec les mutations déterminantes du
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phénotype NMP, telles JAK2-V617F, afin d’induire un phénotype pathologique chez les NMP
(Loscocco et al., 2016; Rumi et al., 2016 ).

D’autre part, plusieurs études récentes d'association pangénomique (Genome-Wide
Association Studies, ou GWAS) ont identifi¢ le «non-synonymous Single Nucleotide
Polymorphism » (nsSNP) rs3184504 du géne LNK. Il est associ¢ a des maladies inflammatoires
(maladie cceliaque, polyarthrite rhumatoide, diabéte de type 1 et sclérose en plaque), a
différents déréglements biologiques (taux d’éosinophiles et de plaquettes élevés) et a des
maladies vasculaires (hypertension artérielle et pathologies artérielles coronaires). Ce nsSNP
cause la substitution d’une cytosine (allele C) en position 784 par une thymine (allele T) dans
I'exon 2 du géne LNK, ce qui se traduit au niveau de la protéine, par le remplacement d’une

arginine par un tryptophane en position 262 (R262W) dans le domaine PH de LNK.

Dans ce contexte, nos études ont montré que le SNP LNK (allele T) est également
associé¢ aux NMP. En effet, ce polymorphisme est plus fréquemment retrouvé chez les patients
développant une MFP que ceux atteints de TE. Par ailleurs, nos résultats ont également montré
que ce polymorphisme est plus fréquent chez les patients atteints de NMP porteurs de la
mutation JAK2-V617F. Ainsi, ces données suggerent I'implication de la protéine LNK-R262W
(allele T) dans le développement de NMP, en synergie avec la forme mutée de JAK2 (Lesteven et
al., 2014).

De plus, d’autres polymorphismes dans le géene LNK ont été identifiés avec une fréquence
moins importante, chez des patients atteints de NMP. Ce sont le V402M, A300V, R415H,
P242S et A536T, ainsi que le SNP E400K identifié chez des patients atteints d’une
érythrocytose idiopathique (Chen et al., 2016 ; Ha and Jeon, 2011 ; McMullin et al., 2011).
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1 194 307 364 462
e G G A ST

Del 603-607 Q423X 955 _delA
P155L Del S480-E487

E208X SNP: Ins L510Vfs

E208E - Vao2m R551W

A215V - R415H 1568T

G220R/V

A223V SNP :

D234N - A536T

G229S

S213R

T274A

F287S

Del 685-691

SNP:

- R262W
- P242S
- A300V
- E400K

Figure 27 : Localisation des mutations identifiées dans les NMP Ph” et LMA de la protéine LNK

Abréviations : domaine de dimérisation (DD), domaine d’homologie a la pleckstrine (PH), domaine
d’homologie a Src2 (SH2), motif riche en proline (P) ; délétion (Del) ; insertion (Ins) ; « single nucleotide
polymorphisme » (SNP); décalage du cadre de lecture (fs); les chiffres au-dessus des domaines
correspondent au premier et au dernier acide aminé du domaine chez 'homme. X représente un codon

STOP. Acide aminé (aa)
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Tableau 8 : Mutations de LNK identifiées dans les NMP Ph et LMA

Région

Mutation

Qualification

Pathologie

JAK2-V617F Références

Nter G152R Faux-sens TE Nég (Baran-Marszak et al.,
2010)
P155L Faux-sens EI Nég (Spolverini et al., 2013)
Del 5pb Non-sens MEP Nég (Oh et al., 2010)
603_607del GCGCT
E208Q Faux-sens TE/EI Nég (Oh et al., 2010)
(Spolverini et al., 2013)
E208X Non-sens ElI Nég (Lasho et al., 2010)
A215V Faux-sens EI/MFP/LMA Nég (Lasho et al., 2010)
(Pardanani et al., 2010)
G220R/V Faux-sens MFP Pos/Nég (Pardanani et al., 2010)
A223V Faux-sens MFP/LMA Nég (Pardanani et al., 2010)
D234N Faux-sens MFP/LMA Nég (Pardanani et al., 2010)
PH
G229S Faux sens MFP /LMA Pos (Pardanani et al., 2010)
E208E Sens PV/LMA Pos (Pardanani et al., 2010)
S213R Faux-sens EI Nég (Spolverini et al., 2013)
T274A Faux-sens EI Nég (Spolverini et al., 2013)
F287S Faux-sens PV Pos (Hurtado et al., 2011)
SNP 784 T>C Faux-sens TE/ MFP Pos et Nég (Lesteven et al., 2014)
rs3184504 R262W (Ha and Jeon, 2011)
SNP 724 C>T Faux-sens NMP Nd (Ha and Jeon, 2011)
rs78894077 P242S (Chen et al., 2016)
SNP 899C>T Faux-sens TE/ PV/ LMC Pos et Nég (Chen et al., 2016)
A300V
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Suite tableau 8

PH 685- Non-sens PV/LMA Pos (Pardanani et al., 2010)

C-ter 691_del GGCCCCG El (Lasho et al., 2011)
955_delA
1572650673 Faux-sens EI Nég (McMullin et al., 2011)
1198G>A
E400K

SH2 SNP 1204G>A Faux-sens TE/MFP Pos (Chen et al., 2016)
15755796482
V402M
SNP 1244G> A Faux-sens PV Pos (Chen et al., 2016)
R415H
Q423X Non-sens TE Pos (Ha and Jeon, 2011)
Del S480-E487 Nd MEFP Nég (Hurtado et al., 2011)
Ins L510V£sX35(+) Nd TE Nég (Hurtado et al., 2011)
L510F

C-ter SNP 1606G>A Faux-sens PV Nd (Ha and Jeon, 2011)
A536T
R551W Faux-sens MEFP Pos (Ha and Jeon, 2011)
1568T Faux-sens PV Pos Ha, 2011 #176}

Abréviations : délétion (Del) ; insertion (Ins) ; « Single Nucleotide Polymorphisme » (SNP) (représentés
en bleu) ; décalage du cadre de lecture (fs) ; X représente un codon STOP ; Les mutations identifiées

et/ou étudiées, par notre équipe, sont écrites en vert.
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II. Leucémie Lymphoblastique Aigué de précurseurs B

De maniére intéressante, des mutations dans le géne de LNK ont été également retrouvées
dans des pathologies lymphoprolifératives. En particulier, une mutation homozygote germinale,
provoquant un décalage du cadre de lecture (fs), LNK-D231fs, a été mise en évidence chez les
patients atteints de Leucémie Lymphoblastique Aigué de précurseurs B. Cette mutation située
dans le domaine PH entraine la perte d’expression de LNK| résultant ainsi en I'augmentation
de lactivation de la voie JAK2/STAT3, la prolifération de cellules lymphoides et le
développement accéléré d’une leucémie dans un modéle murin de LLA induite par NOTCH1
(Perez-Garcia et al., 2013). Par la suite, d’autres mutations de LNK ont été aussi identifiées chez
les patients atteints de LLA-B se situant dans les domaines PH et SH2 (Figure 28) (Perez-Garcia
etal., 2013 ; Roberts et al., 2014).

D’autre part, LLA-B a également été associée a des mutations ponctuelles, suppressions ou
insertions dans le domaine pseudokinase de JAK2 (Figure 23). Il s’agit d’'une mutation de
I'exon 14 (L611S) et des mutations récurrentes dans 'exon 16 dans environ 18 % des patients
LLA-B associées aux néoplasmes Down. Cette mutation concerne le résidu arginine 683

(R683G, R683S) et conduit a l'activation constitutive de JAK2 et STATS5 et la croissance

cellulaire indépendamment de la stimulation par cytokine (Kearney et al., 2009).

1 194 307 364 462

D231fs L347fs  R398fs
S245fs V402M
S303X V426fs

Figure 28 : Mutations de LNK dans les LLA-B
Décalage du cadre de lecture (fs) ; Codon STOP (X) ; Acide aminé (aa)

113



Roéle de LNK dans les pathologies humaines

III. Oncogeneése

Les mutations de LNK ne semblent pas étre des événements exclusifs, car elles ont été
également retrouvées avec des mutations dans d’autres génes, tels JAK2, TET2 et CBL. (Lasho
et al.,, 2011; Pardanani et al., 2010). Ces résultats suggerent que les mutations de LNK
induisent un phénotype NMP qui peut dépendre de différents parameétres, telle la présence

d’autres mutations.

Dans ce contexte, I'équipe de Bersenev a analysé le role de LNK in vivo dans un modele
murin exprimant, soit JAK2-V617F, soit la fusion des protéines TEL et JAK2 qui induit une
activation constitutive de la kinase. Ces animaux présentent une expansion anormale des
progéniteurs myéloides et des précurseurs immatures in witro et in vivo. Ainsi, ils ont mis en
évidence que l'absence de LNK permet a ces mutations de développer plus rapidement et
agressivement les phénotypes pathologiques des NMP. Ceci est d(i a une augmentation de la
signalisation dépendante des cytokines et donc la capacité de JAK2 a stimuler 'expansion du

lighage myéloide (Bersenev et al., 2010).

Par ailleurs, les souris agées Lnk”/- développent spontanément un phénotype semblable aux
caractéristiques clinique des patients atteints de leucémie myéloide chronique, suggérant un
role de LNK dans I'expansion myé¢loide in vivo. Toutefois, cette hyper-prolifération cellulaire
myéloide ne parvient pas a déclencher de crises blastiques dans ces souris comme c’est le cas
dans la pathologie humaine. Ces données renforcent 'hypothése dans laquelle LNK nécessite

d’autres événements oncogéniques pour favoriser la transformation maligne (Gery et al.,

2009b).

D’autre part, LNK est capable de s’associer également avec certains oncogénes de récepteurs
a activité tyrosines-kinases, tels que KIT-D816V, TEL-PDGFRA, FIP1L1-PDGFRA et FLT3-
ITD. L'interaction de LNK avec ces protéines mutées permet d’inhiber la prolifération induite
par ces oncogénes (Gery et al., 2009b ; Gueller et al., 2011 ; Lin et al., 2012). Ces résultats
mettent en évidence le role important de LNK dans ces hémopathies prolifératives, ce qui

suggere la possibilité d’utiliser 'adaptateur a des fins thérapeutiques.

Enfin, le role de LNK dans les tumeurs solides n’a pas réellement été exploré en détail.
Cependant, il a été rapporté qu’une expression élevée de LNK dans le cancer ovarien, rend les
cellules résistantes a I'apoptose et induit la formation de tumeurs de grande taille dans un
modele de xénogreffe murin. Ceci se traduit au niveau moléculaire par 'augmentation de la
phosphorylation des protéines AKT et MAPK, de I'adhésion cellulaire, mais aussi par une
diminution de taille et de la migration de ces cellules. Contrairement a son role d’inhibiteur
dans les pathologies hématopoiétiques, I'inhibition de LNK, dans ces cellules, diminue leur
prolifération in vitro et in vivo. Ainsi, ces données suggérent que LNK est un régulateur positif

de la transduction du signal dans ce contexte, favorisant la croissance tumorale (Ding et al.,

2015).
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IV. Maladies inflammatoires et vasculaires

Plusieurs données ont démontré I'implication de I'adaptateur LNK dans certains processus
inflammatoires. En effet, les souris Lnk”~ ont une prolifération accrue de cellules souches et
progéniteurs  hématopoiétiques, notamment  mégacaryocytaire, une  hématopoiése
extramedullaire et une fibrose importante. De plus, les cellules dérivées des souris Lnk7 ont
une activation anormale des cellules inflammatoires (mastocytes, mégacaryocytes/plaquettes et
cellules endothéliales). Enfin, 'identification du SNP LNK (alléle T) a fortement été associée a
des maladies inflammatoires ou vasculaires et aux NMP (Alcina et al., 2010; Gudbjartsson et al.,
2009). Cependant, le role fonctionnel du SNP LNK dans la prédisposition et le

développement de ces maladies n’est pas encore clairement défini.

Dans cette optique, certaines études menées sur le SNP LNK ont suggéré que l'adaptateur
LNK est impliqué dans la maladie cceliaque en jouant un role protecteur contre les infections
bactériennes de I'intestin (Hunt et al., 2008; Zhernakova et al., 2010 ) et dans le diabéete de type
I en régulant les réponses inflammatoires et en prévenant l'activation de lymphocytes auto-

immun (Lavrikova et al., 2011).

De plus, ce SNP a aussi été associ¢ a des maladies vasculaires et d’hypertension. Grace a
'utilisation de modeles de rat, le SNP LNK a été¢ démontré comme étant un déterminant
génétique important de I'inflammation et de la fibrose cardiaque dans I'infarctus du myocarde
(Flister et al., 2015). D’autre part, '’hypertension est un facteur de risque important pour les
maladies cardiovasculaires, ainsi que les maladies chroniques rénales. L’analyse des modéles
animaux a donc montré le role important de LNK dans la régulation de la tension artérielle et
I'inflammation rénale, via la modulation des voies de signalisation pro-inflammatoires dans des

cellules dendritiques, des macrophages et des cellules endothéliales (Blass et al., 2016 ; Dale and
Madhur, 2016).

L’ensemble de ces données suggerent donc que le SNP LNK est un facteur risque important

dans plusieurs pathologies inflammatoires chroniques.
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I. Thérapies utilisées dans les NMP Ph-

Il n’existe actuellement pas de traitement curatif des NMP hormis la greffe allogénique de

cellules souches hématopoiétiques, aprés conditionnement myéloablatif.

Plusieurs inhibiteurs des kinases JAK sont actuellement en essais cliniques. Ce sont tous des
inhibiteurs de type 1 qui miment 'adénosine triphosphate (ATP) en se liant a la kinase sous sa
forme active. Les premiers essais cliniques ont été axés sur les patients ayant un risque
intermédiaire ou élevé de développer une myélofibrose, en raison de la gravit¢ de leurs
symptomes. Cependant, ces molécules ont montré peu d’efficacité clinique et aucune réelle

amélioration de survie.

Parmi les inhibiteurs de JAK testés, le Ruxolitinib est le seul a avoir obtenu des résultats
satisfaisants durant la phase III des deux essais cliniques clés, COMFORT (COntrolled
MyeloFibrosis study with ORal JAK inhibitor Treatment) I et II. De ce fait, il a été accepté par
«US Food and Drug Administration (FDA) en 2011 et par la Commission européenne en
2012 (Harrison et al., 2012 ; Verstovsek et al., 2012). Le Ruxolitinib est un inhibiteur de JAK1
et JAK2, capable d’induire une rapide réduction de la taille de la rate, d’environ 30%, une
réduction durable des symptdmes liés a la myélofibrose et une amélioration de la qualité de vie
des patients. Toutefois, ces effets sont dus a la réduction du taux de cytokines
proinflammatoires plutot qu’a la diminution de la charge allélique en JAK2-V617F. D’autres
inhibiteurs ont été testés tel que le Fedratinib, ciblant préférentiellement JAKZ. Il induit une
réduction de la taille de la rate, de la charge all¢lique en JAK2-V617F et une amélioration des
symptomes liés a la MFP. Le Lestauritinib, le CYT387 et le pacritinib ont aussi des effets plus
ou moins importants sur la réduction de la taille de la rate et 'amélioration de la qualité de vie
des patients (Roskoski, 2016).

Cependant, JAK2 est une cible thérapeutique particuliere, du fait de son importance dans
I’hématopoiese, notamment pour la production d’érythrocytes et de plaquettes. De ce fait, les
thérapies actuelles doivent étre utilisées avec précaution afin d’éviter des anémies ou des
thrombocytopénies. En effet, ces inhibiteurs, dont le Ruxolitinib, ont des effets secondaires
plus ou moins importants comme la myélosupression. Les autres inhibiteurs peuvent induire

également des encéphalopathies, des anémies, des diarrhées et des nausées (Roskoski, 2016).

En outre, les inhibiteurs de JAK ont un effet modéré sur la réduction de la charge all¢lique
en JAK2-V617F, sur la fibrose et des symptomes de la MFP. Toutefois, il a ét¢ montré chez la
souris que les inhibiteurs de JAK ne sont pas capables de réduire le nombre de cellules
initiatrices des NMP ce qui signifie qu’apres traitement, la maladie persiste. C’est ce que 'on
observe chez les patients lors de 'arrét du traitement, confirmant que ces traitements ne sont
pas curatifs. De plus, I'exposition chronique aux inhibiteurs de JAK conduit au développement
des cellules persistantes, probablement dt au fait que JAK2 est activée via la formation
d’hétérodimeres avec d’autres JAKs, capables de transactiver JAKZ2. Ces cellules restent sensibles

a JAK2. De ce fait, I'utilisation des inhibiteurs du type 2, ciblant et stabilisant la forme inactive
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de la kinase, permettrait d’éviter ce phénomeéne. Cependant, aucun de ces inhibiteurs ne sont

utilisés en essai clinique.

Ainsi, 'ensemble de ces données démontre I'importance du développement de nouveaux
traitements, visant a inhiber spécifiquement JAK2-V617F. Néanmoins, d’autres alternatives
sont a présent envisagées. Celles-ci incluent le ciblage indirect de JAK2-V617F ou des effecteurs
de signalisation en aval de la voie JAK2, qui peuvent étre importants pour le développement
clonal des cellules exprimant JAK2 oncogénique. Une des options possibles est 1'association
d’inhibiteurs de type 1 avec des traitements conduisant a la dégradation de JAK2 comme les
inhibiteurs de HSP90 ou des inhibiteurs de I'histone désacétylase (HDAC) (Pasquier et al.,
2014). En outre, l'interféron alpha (IFNa) est I'une des rares molécules ciblant le clone JAK2-
V617F. Cependant, son mécanisme d’action précis sur cette forme mutée de JAK2, reste

inconnu a ce jour (Figure 29) (Kiladjian et al., 2008).
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Figure 29 : Les différents inhibiteurs utilisés dans le traitement des NMP

L’activation de JAK2, par la liaison de la cytokine a son récepteur, induit 'activation de plusieurs
protéines de signalisation, telles que STAT, PI3K, MAPK/ERK. Ainsi des inhibiteurs de ces protéines

ont été développés. D’apres Pasquier et collaborateurs (Pasquier et al., 2014)
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II. Thérapies envisageables par des peptides pénétrants

Un des problemes a I'utilisation thérapeutique de molécules spécifiques est la délivrance
efficace de cellesci a I'intérieur de la cellule cible. Plusieurs approches ont été développées a cet
effet tels que des bactériophages, des exosomes, des liposomes cationiques ou encore des
particules de virus vecteurs. Toutefois, ces techniques présentent plus d’inconvénients que
d’avantages. En effet, malgré leur potentiel, ils peuvent déclencher des réponses
immunologiques, des mutations ou bien une toxicité inflammatoire. De plus, ils sont aussi
limités par la nature et la taille de leur cargo. Ces approches sont donc généralement utilisées
pour le traitement de maladies mortelles pour lesquelles les avantages sont plus importants que
les risques (Seow and Wood, 2009). De ce fait, d’autres stratégies ont été développées dont
l'utilisation de peptides pénétrants (CPP). L'un des avantages de ces CPP est la possibilité de les
combiner a des peptides visant une cible spécifique, créant ainsi un systéme de délivrance

sélectif.

Les CPP sont des peptides d’environ 5 a 35 acides aminés, ils sont capables de traverser les
membranes plasmiques avec un faible taux de toxicité et en transportant un cargo. Ce cargo
peut étre de différentes natures, des nanoparticules, des peptides, des protéines, des
oligonucléotides anti-sens, des ARN messagers silencieux ou encore de TADN double brin. Afin
de réaliser des thérapies ciblées in vivo et in vitro, le développement des CPP passe par plusieurs
étapes. Parmi cellesci se trouvent I'étude des propriétés de la cellule cible, du cargo a
transporter et du mécanisme d’entrée du CPP afin de déterminer le CPP avec une capacité

d’internalisation optimale.
A. Les différents types de CPP

11 existe plusieurs types de CPP classés soit par leur origine soit par leurs propriétés physico-
chimique. Selon le classement par rapport a leur origine, il a été¢ défini trois groupes. Le
premier comporte les CPP dérivés de protéines tel que le CPP dérivé de la protéine « Trans-
Activator of Transcription » (TAT) du virus d’immunodéficience humaine (HIV-1),
correspondant a la plus petite séquence protéique capable de traverser la membrane plasmique.
Ce groupe contient aussi les CPP pénétratine et pVEC, respectivement dérivés de
Antennapedia et de la cadhérine. Le second groupe comprend les CPP chimériques, ils sont
composés par la fusion de séquences de deux protéines naturelles, tel que le transportane.
Enfin le troisiéme groupe représentent les CPP synthétiques basés sur les caractéristiques

physico-chimique de la structure étudiée comme les polyarginines (Tableau 9) (Bechara and

Sagan, 2013).

La classification par leurs propriétés physico-chimiques permet aussi de diviser les CPP en
trois groupes : cationiques, hydrophobes ou amphiphiles. Les CPP cationiques sont chargés
positivement tels que les peptides TAT ou la pénétratine, grice aux résidus lysine et arginine

dont ils sont composés. Les CPP hydrophobes sont eux composés de résidus non-polaires.
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Quant aux CPP amphiphiles, ils sont composés d’une région d’acides aminés polaires et d’une

région d’acides aminés non-polaires (Tableau 10).

Les cargos transportés peuvent étre liés de maniére covalente ou non aux CPP. Les liaisons
covalentes se font par liaison peptidique, c’est le cas des CPP-TAT, par une boucle de
thiazolidine ou encore par des ponts disulfures, tandis que les liaisons non covalentes se font

par la liaison de molécules telles que la streptavidine qui peut étre liée au cargo et la biotine qui

serait liée au CPP (Figure 30).
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Tableau 9 : Classement des CPP les plus utilisés selon leurs origines

D’apres Bechara et collaborateurs (Bechara and Sagan, 2013)

Peptide Source Séquence

Dérivés de protéines

Pénétratine Antennapedia Voir tableau 10

Tat Protéine Tat du HIV Voir tableaul0

pVEC Cadhérine LLIILRRRIRKQAHAHSK
Oct4 Oct4 Voir tableau 10

WT1-pTj « Wilms tumor protein 1 » Voir tableau 10

DPV3 Protéine de liaison a I'Héparine Voir tableau 10

VP22 Protéine structurale du virus de 'Herpes Voir tableau 10

KFGF « Kaposi fibroblast growth factor » Voir tableau 10

Intégrine 33
C105Y

Chimérique

Intégrine 33

o l-Antitrypsine

Voir tableau 10
Voir tableau 10

Transportane Galanine et Mastoparane Voir tableau 10
MPG HIV-gp41/SV40 T-antigéne
Pep-1 HIV-reverse transcriptase/SV40 T-antigéne

Synthétique

Polyarginine Basé sur le peptide Tat Voir tableau 10
MAP De novo Voir tableau 10
ReWs Basé sur le peptide pénétratine RRWWRRWRR
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Tableau 10 : Classement des CPP les plus utilisés selon leurs propriétés physico-chimiques

D’aprés Ramsey et collaborateurs (Ramsey and Flynn, 2015).

Peptide Source Séquence

Cationique

TAT (48-60) Protéine HIV TAT GRKKRRQRRRPPQ

Pénétratine Antennapedia RQIKIWFQNRRMKWKK

Polyarginine Synthétique RRRRn

Oct4 Protéine Oct4 DVVRVWFCNRRQKGKR

WT1-pTj Wilms tumor protein 1 KDCERRFSRSDQLKRHQRRHTGV
KPFQ

DPV3 Protéine de liaison a 'Héparine RKKRRRESRKKRRRES

Amphiphile

Transportane Galanine et Mastoparane GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAK
KIL

MAP Synthétique KLALKLALKALKAALKLA

VP22 Protéine structurale du virus de DAATATRGRSAASRPTERPRAPAR

I'Herpes SASRPRRPVE

Pepl SV 40 NLS et domaine hydrophobe =~ KETWWETWWTEWSQPKKKRKY

Hydrophobe

KFGF Kaposi fibroblast growth factor AAVLLPVLLAAP

Peptide Intégrine 33 VTVLALGALAGVGVG

Intégrine 33

C105Y al-Antitrypsine PFVYLI

TP2 Synthétique PLIYLRLLRGQF
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Liaison peptidique o m Molécules de
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Boucle de thiazolidine m(m
E Exemple
Pont disulfure S‘S- biotine/CPP et
streptavidine/cargo

Figure 30 : Liaison des CPP aux cargos

Le CPP est représenté en bleu et le cargo en vert. Les liaisons peptidiques, les boucles de thiazolidine et
les ponts disulfures sont des liaisons covalentes. La streptavidine se lie de maniére non covalente a la
biotine. D’apres Zorko et collaborateurs (Zorko and Langel, 2005)
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B. Entrée des CPP dans la cellule

Plusieurs méthodes ont été mises en place pour I'évaluation de I'entrée des CPP dans la
cellule telles que des méthodes de fluorescence ou le CPP est lié¢ a un fluorochrome ou par
détection de lactivité biologique du cargo. Toutefois, in vitro, ces méthodes nécessitent la
fixation de cellules ce qui peut créer des artefacts dans I’analyse des signaux. De plus, la liaison
entre le fluorochrome et le CPP peut modifier les propriétés physico-chimique du CPP. La
structure secondaire des CPP peut aussi étre modifiée par son interaction avec la membrane
plasmique. Ainsi, les essais fonctionnels sont plus appropriés lors d’applications thérapeutiques
et biotechnologique puisqu’ils ne nécessitent pas la fixation de cellules. Cependant, plusieurs
parameétres doivent étre définit tels que laffinité du cargo pour sa cible intracellulaire et la

capacité de modification de la cible par le cargo ou l'inverse selon le contexte (Bechara and

Sagan, 2013).

Linternalisation des CPP, notamment ceux avec une charge positive élevée, se fait par
simple absorption a la surface des cellules grace aux groupements chargés négativement. Elle se
fait généralement par endocytose, certains modeles proposent l'internalisation des CPP par
translocation directe de la membrane plasmique. Cette internalisation a été¢ définie comme
étant généralement indépendante des récepteurs membranaires. Toutefois, des études ont
montré que les protéoglycanes héparane sulfate, chargés négativement, jouent un role
important dans linteraction entre le CPP et la membrane. En effet, les peptides TAT,
pénétratine et polyarginine sont capables d’interagir avec ces protéoglycanes, ce qui stimule leur
internalisation (Farkhani et al., 2014).

Afin de déterminer quelle voie d’endocytose est utilisée pour l'internalisation des CPP, des
groupes de recherches ont utilisé des inhibiteurs des voies d’endocytose et mesuré la capacité
d’internalisation des CPP. Toutefois, il semble qu'un méme CPP peut utiliser plusieurs voies
d’endocytose. Le mécanisme et 'efficacité d’internalisation des CPP dépendent donc de la
nature des CPP et des cargos mais aussi de leur taille. En effet, il a été montré in vitro, que les
CPP-TAT couplés a un long cargo n’arrivent pas a s’échapper des endosomes. Cependant leur
couplage a des petits cargos, qui permettent leur échappement et leur distribution dans le
cytoplasme aux sites spécifiques. De plus, la température, le pH et la concentration des
molécules jouent un role dans l'internalisation des CPP. Il a aussi ét¢ montré que les résidus
arginine des CPP contiennent des groupements guanidine facilitant l'interaction avec la

membrane. Les résidus lysine, n’en possédant pas, ils sont moins efficaces a I'internalisation des

CPP.

L’endocytose est caractérisée par deux étapes, la premiere étant 'entrée du CPP dans la
cellule et la deuxieéme est I'échappement endosomale de ce CPP. Les résidus du CPP, chargés
positivement, se lient aux phospholipides de la membrane plasmique, chargée négativement.
Ceci permet 'entrée du CPP dans la cellule soit par macropinocytose en réarrangeant les

filaments d’actine soit par invagination de la membrane par I'intermédiaire de clathrine ou de
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calvéoline ou alors indépendamment de ces deux molécules. Afin d’éviter la dégradation
endosomale des CPP, des additifs sont rajoutés au milieu de culture in wvitro, tels que la
chloroquine, empéchant I'acidification des endosomes et facilitant I’échappement endosomale
des CPP. Le diméthylsulfoxide (DMSQO) peut aussi étre ajouté pour augmenter la perméabilité
de la membrane plasmique (Figure 31). Cependant, les mécanismes d’échappement in vivo reste

encore peu clairs (Skotland et al., 2015).

Différents modeles de la translocation directe de la membrane plasmique par les CPP ont
été proposé tels que le recouvrement de la membrane par les CPP, la formation de micelle
inversée ou encore la translocation adaptative. Le recouvrement de la membrane plasmique, par
les CPP, déstabilise la bicouche lipidique entrainant la formation de pores et permettant
I'entrée du CPP dans la cellule. Ceci est 'un des mécanismes qu’utilise le CPP-TAT. En
premier lieu, les résidus arginine et lysine du peptide TAT se lient aux phospholipides de la
membrane cellulaire. La deuxiéme étape est I'accumulation de CPP-TAT a la surface de la
cellule, entrainant un amincissement de la bicouche lipidique. Puis 'attraction entre les résidus
arginine et lysine du peptide TAT et les groupements phosphates de la bicouche lipidique
permettent aux CPP-TAT de commencer leur entrée dans la bicouche. Enfin, lorsque le pore
est formé, les CPP-TAT traverse la membrane par diffusion via ce pore qui se refermera ensuite

(Figure 32) (Herce and Garcia, 2007).

La translocation membranaire par micelle inversée a été proposé pour expliquer
I'internalisation de la pénétratine. Les résidus positivement chargés se lient aux phospholipides

de la membrane, créant une invagination membranaire, puis le CPP est libéré par inversion de

micelle (Figure 33) (Raucher and Ryu, 2015).
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Figure 31 : Voies d'endocytose des CPP

Apres la formation du complexe CPP/cargo (1), le complexe peut entrer dans la cellule par plusieurs
voies (2) (macropinocytose, phagocytose, liaison aux protéoglycanes de la membrane, endocytose
dépendante de la clathrine ou de la calvéoline). Son internalisation peut étre facilitée par des additifs, tel
que le DMSO (3). Une fois dans la cellule, le complexe doit échapper a la dégradation endosomale, ce
qui peut étre facilité par la chloroquine (4). Certains de ces CPP peuvent aussi délivrer leur cargo dans le
noyau des cellules griace a une séquence de localisation nucléaire (NLS) (5). D’apres le site

http://www.jenabioscience.com
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Figure 32 : Modeéle de translocation du peptide TAT

A) Les peptides TAT recouvrent la membrane plasmique. B) Les résidus arginine et lysine sont attirés
par les groupements phosphates de la couche lipidique interne de la membrane et s’y lient. C et D)

Formation du pore et translocation des peptides puis fermeture du pore. D’aprés Herce et collaborateurs
(Herce and Garcia, 2007).
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Figure 33 : Translocation directe de la membrane par les CPP

A) Le mécanisme de micelle inversée. B) Mécanisme de formation de pores dans la membrane. C)
Mécanisme de diffusion du peptide a travers la membrane. D’aprés Bechara et collaborateurs (Bechara

and Sagan, 2013).
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C. Expériences in vivo et in vitro

Plusieurs études ont été menées sur les CPP in vitro, confirmant la capacité de ces peptides a
transporter un cargo dans les cellules et induire une réponse cellulaire. Cependant, I'utilisation
de CPP entraine une certaine cytotoxicité. Afin de pallier a ce probleme, il est important de

définir les plus petits peptides pénétrants et cargos nécessaire a l'induction d’une réponse

biologique (Cardozo et al., 2007).

Dans ce contexte, le peptide TAT présente plusieurs avantages dont une petite taille et une
liaison covalente avec le cargo. Des études ont montré que le CPP-TAT li¢ un cargo est capable
d’entrer dans des cellules primaires myéloides et de lignées épithéliales, et d’induire une
réponse biologique. En effet, I'équipe de Hall a mis en évidence la capacité du CPP-TAT lié¢ a
une protéine mutante dominant-négatif RAS, a diminuer I'activation de la voie RAS/ERK en
réponse a 'IL-5 induisant ainsi une diminution de 'activité¢ des cellules éosinophiles primaires
humaines (Hall et al., 2001). Quant a 'équipe de Ma, leur CPP-TAT fusionné a la région C-
terminale de la protéine « Gorinteracting vesicule associated protein » (GIV) est capable d’entrer
dans les cellules de la lignée épithéliale HelLa et d’induire 'activation de voies de signalisation
conduisant ainsi a la migration des cellules. De ce fait, ils ont testé leur CPP-TAT-cargo in vivo
chez la souris. Ils ont réussi a induire la migration cellulaire et la production de collagene
nécessaire a la guérison des blessures des animaux grace a leur CPP-TAT-GIV. Ces données
montrent que le CPP-TAT lié a son cargo peut étre une molécule effectrice et ainsi initier la

réponse biologique attendue (Ma et al., 2015).

Malgré un rendement élevé avec ces approches, I'utilisation des CPP in vivo semble encore
compliquée par rapport a la non-spécificité cellulaire de ces peptides. En effet, les CPP n’étant
généralement pas spécifique a un type cellulaire, leur administration par intraveineuse ou
intrapéritonéale, induit leur diffusion dans tout 'organisme. Ainsi, la création de nouvelles
stratégies afin de cibler des cellules spécifiques reste un point essentiel. Afin d’améliorer cette
caractéristique, certaines stratégies ont commencé a se développer telle que la liaison des CPP a
un ligand spécifique d’'un type cellulaire ou a un polyanion avec une séquence de clivage qui
permet l'activation du CPP qu’apres clivage par des metalloprotéases, par exemples, présentes
en grande quantités au niveau des tumeurs (Vives et al., 2008) (Regberg et al., 2012). Certaines
équipes ont réussi a augmenter la spécificité des CPP pour un type cellulaire en les fusionnant
avec des protéines de « domiciliation ». Ces données mettent en évidence les bénéfices
qu’apporterait 'utilisation de CPP spécifiques pour le traitement de pathologies. Toutefois, a ce

jour, plusieurs essais cliniques ont été menés mais aucun n’a été accepté par la FDA (Rizzuti et

al., 2015).

130



OBJECTIFS DE LA THESE

L’homéostasie du systéme hématopoiétique nécessite une régulation trés précise pour
assurer la production controlée des différents lignages hématopoiétiques qui en sont issus. Ce
controle se traduit au niveau moléculaire par la régulation de complexes de signalisation,
notamment a travers les protéines adaptatrices. Ces molécules jouent ainsi un réle primordial
en régulant la réponse quantitative et qualitative des voies de signalisation en affectant la

stabilité ou la fonction de leur cible, ou encore leur adressage subcellulaire.

Mon projet de thése s’est focalisé sur 'une de ces protéines adaptatrices qu’est la protéine
LNK, un régulateur négatif clé du développement des cellules lymphoides et myéloides. En
effet, la fonction biologique de cet adaptateur a été¢ déterminée grace a l'invalidation de son
géne chez la souris. De plus, 'analyse de ce modéle animal a confirmé le role important de

I'adaptateur LNK dans des pathologies humaines :

o les souris déficientes en LNK montrent un phénotype ressemblant aux
caractéristiques cliniques des patients atteints de ces hémopathies myéloides ;

o des mutations dans les différents domaines de 'adaptateur ont été identifiées dans
des cellules de patients atteints de Néoplasmes My¢éloprolifératifs (NMP) et dans les
pathologies lymphoprolifératives, telles que les Leucémies Lymphoblastiques Aigués
de précurseurs de cellules B. Certaines de ces mutations entrainent une
dérégulation des voies de signalisation et de la prolifération cellulaire dépendantes
des voies JAK2/STAT ;

o LNK interagit avec et inhibe JAK2 sauvage (WT) mais aussi avec la forme mutée
JAK2-V617F, qui est retrouvée a haute fréquence dans les NMP et entrainant
I'activation constitutive de la kinase

o Un polymorphisme situé sur 'exon 2 du géne Lnk a été fortement associé aux NMP,

ainsi qu’a des maladies inflammatoires et vasculaires.

L’ensemble de ces données ont confirmé l'implication de l'adaptateur LNK dans le
développement de ces pathologies et suggérent un mécanisme impliquant des modifications de
sa localisation subcellulaire au sein des complexes de signalisation. Ceci renforce notre
hypothése de travail qui argumente sur le fait que I'adaptateur LNK régule négativement la
prolifération des lignages myéloides, comme le lignage mégacaryocytaire, via l'interaction avec
ses partenaires spécifiques, dont la kinase JAK2. Ainsi, 'analyse des complexes de signalisation
spécifiques de LNK est centrale pour déterminer le role de 'adaptateur dans ces pathologies.
Dans ce contexte, nos précédents travaux ont montré que LNK régule négativement la
prolifération cellulaire dépendante de JAK2-WT et JAK2-V617F. Cette inhibition se fait par
interaction avec ces formes de JAK2 via son domaine SH2 et un nouveau site de liaison situé

dans la région N-terminale de 'adaptateur.
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Ma theése étant la suite de ces travaux, elle a été divisée en deux axes. Le premier axe porte
sur la recherche fondamentale des mécanismes d’inhibition par lequel LNK régule JAK2. Le
deuxieme axe se tourne sur de la recherche appliquée visant le développement d’une approche
moléculaire permettant d’utiliser LNK comme un inhibiteur spécifique de JAK2-V617F, chez
les patients atteints de NMP.

Mon premier axe a porté sur la caractérisation structurale et fonctionnelle de LNK dans des
contextes physiologique et pathologique. De ce fait, jai étudié¢, au niveau moléculaire et
biochimique, le deuxiéme site d’interaction entre LNK et JAK2. Ces études ont été réalisées en
utilisant des cellules dérivées des souris Lnk”7-. Ces souris représentent un modele cellulaire
puissant pour 'étude des différents domaines et formes mutées de LNK retrouvées chez les
patients atteints de NMP. Nous avons aussi analysé les formes tronquées, WT et/ou mutées de
LNK et de JAK2 dans des lignées cellulaires. Les données obtenues, dans cet objectif, ont mis
en évidence la fonction inhibitrice de la région N-terminale incluant le domaine PH (région
NPH) sur Pactivation de JAK2-WT et JAK2-V617F. Elles ont ainsi permis de proposer un

mécanisme d’action de LNK dans des contextes physiologique et pathologique.

Puisque la région NPH de LNK semble s’associer préférentiellement avec JAK2-V617F et
qu’elle participe a sa régulation, elle pourrait étre utilisée comme un inhibiteur spécifique de
JAK2 muté. Le second axe a donc consisté a développer une stratégie moléculaire pour cibler
cette forme mutée de JAK2, grace a utilisation la région NPH de LNK. Pour cela, nous avons
choisi une stratégie basée sur I'emploi des peptides pénétrants (CPP), capables de faciliter
I'entrée de différentes molécules a I'intérieur des cellules afin d’induire une réponse biologique.
Jai principalement développé la mise au point de deux stratégies pour optimiser la production
d’une protéine CPP-LNK pure et fonctionnelle en quantité suffisante, montrant les avantages et
les inconvénients de chaque stratégie. Ceci permettra de déterminer la meilleure méthode pour
l'utilisation d’'un CPP-LNK dans des essais biologiques fonctionnels (efficacité d’entrée dans les
cellules hématopoiétiques, inhibition de I'activité kinase de JAK2-V617F). A long terme, les
données obtenues dans cet axe devraient permettre de développer une approche thérapeutique

optimale basée sur LNK pour le traitement de patients atteints de NMP positifs pour JAK2-
Vo617F.
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I. Article : Les mutations de LNK retrouvées dans les
Néoplasmes Myéloprolifératifs mettent en évidence une
nouvelle région régulatrice de 'adaptateur sur la

signalisation dépendante de JAK2.

La découverte de mutations sur I'adaptateur LNK dans les néoplasmes myéloprolifératifs
(NMP) et les leucémies lymphoblastiques aigués, suggere l'implication de LNK dans le
développement de ces pathologies. Néanmoins, le mécanisme par lequel ces mutations
contribuent a la pathogéneése de ces maladies n’est pas clairement défini. De ce fait, nos travaux
ont porté sur l'analyse du complexe LNK/JAK2 dans des contextes physiologiques et
pathologiques, notamment dans les NMP. Dans nos précédents travaux, nous avons identifié
un nouveau site d’interaction entre la région N-terminale et le domaine PH (région appelée
NPH) de LNK et les formes JAK2Z-WT et JAK2-V617F. Ceci nous a permis d’initier une
nouvelle étude qui porte sur 'analyse de l'interaction de ce complexe et ainsi le role biologique

de la région NPH de LNK.

Tout d’abord, nous avons montré, grace a l'utilisation d’'une forme inactive de JAK2, que
cette interaction a lieu entre LNK et JAK2-WT non-phosphorylé. Ce résultat a mis en évidence
que linteraction LNK/JAK2 se produit en absence de I'activation de la kinase. Afin d’étudier le
complexe LNK/JAKZ, nous avons généré différentes formes tronquées de LNK dont la région
N-terminale seule, la région NPH, et le domaine SH2 avec la région C-terminale (SH2C). Les
trois formes tronquées de LNK ont été co-immunoprécipitées avec les formes JAK2-WT et
JAK2-V617F. Nos résultats ont démontré que cette nouvelle interaction a lieu entre la région
N-terminale de LNK et les formes sauvage et mutée de JAK2. Toutefois, cette interaction est
renforcée et stabilisée en présence du domaine PH. De plus, LNK-NPH montre une préférence
plus élevée pour la forme active JAK2-V617F, suggérant I'implication de cette région de LNK

dans la régulation différentielle des formes sauvage et mutée de JAK2.

De maniére intéressante, des mutations de LNK touchant cette région NPH ont été
identifiées dans les NMP. Afin de comprendre la contribution des mutations de LNK dans le
développement du phénotype NMP, nous avons étudié particulierement deux formes mutées
de cet adaptateur : la mutation LNK-G152R, préalablement identifiée dans nos travaux et
située dans la région N-terminale de I'adaptateur et la mutation LNK-E208Q), étant I'une des
mutations situées dans le domaine PH de I'adaptateur. Ces deux domaines jouent un role
important dans la localisation de la protéine LNK au complexe de signalisation, situé a la
membrane plasmique. Dans ce contexte, a partir de modeles de progéniteurs indifférenciés
purifiés issus de la moelle osseuse des souris Lnk /- (exprimant JAK2-WT), des cellules
hématopoiétiques (exprimant JAK2-V617F endogene, lignée HEL érythroblastique) et des
cellules COS7, exprimant les différentes formes sauvages, tronquées ou mutées de LNK ; nos

analyses ont porté sur :
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o linteraction des deux domaines avec leur partenaire JAK2 au sein du complexe de
signalisation, analysée par immunoprécipitation ;

o leurs effets fonctionnels sur la croissance cellulaire des progéniteurs
mégacaryoblastiques et érythroblastiques, a 'aide des essais de proliférations ;

o leurs adressages subcellulaires, grice a des expériences de fractionnement cellulaire

et d'imagerie.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la région NPH de LNK participe au
maintien de JAK2 a I'état basale. De plus, nos essais de prolifération ont montré que la
mutation dans le domaine PH, LNK-E208Q, n’a aucun effet sur la prolifération des
progéniteurs mégacaryoblastiques ou érythroblastiques. En revanche, la mutation dans la région
N-terminale, LNK-G152R inhibe partiellement la prolifération de ces cellules. Ces protéines
mutées présentent un défaut de localisation subcellulaire, notamment pour le mutant E208Q),
ce qui explique en partie, la perte de la fonction inhibitrice de cette forme mutée de

I'adaptateur.

L’ensemble de nos données a permis de mettre en évidence pour la premiére fois, le role
régulateur de la région LNK-NPH sur activité biologique de la kinase JAK2, et également de
proposer un modeéle du mécanisme d’action de ces mutations de LNK dans des contextes

physiologique et pathologique, tel que les NMP.

Ces travaux font I'objet d’'une publication : « Myeloproliferative Neoplasm mutations in
LNK adaptor define a novel modulatory region for JAK2-mediated signals » A. Jungalee*, H.

Magdoud*, et al. (*contribution a parts égales dans ce travail).
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Key points

1. The amino-terminal and PH domains of the LNK adaptor define a novel region regulating

JAK2 biological activity.

2. Myeloproliferative neoplasm mutations in this region affect LNK subcellular localization and

thereby JAK2-mediated pathways.



ABSTRACT

Somatic and germline mutations in LNK adaptor protein have been identified in
Myeloproliferative Neoplasms (MPN) and Acute Lymphoblastic Leukaemia (ALL) patients,
indicating the important contribution of the adaptor to these haematological neoplasms. However,
the biological consequences of LNK mutations on MPN pathogenesis are still unclear. To
understand how LNK mutations may contribute to MPN phenotype, we carried-out a structure-
function study of distinct LNK missense mutations in the amino (N)-terminal and PH domain
(NPH) of Lnk, described in JAK2-V617F-negative MPN patients. Cellular expression of Lnk
truncated forms indicated that the NPH region of the adaptor associates with non-phosphorylated
wild-type JAK2 to maintain the kinase activity at basal level. Moreover, this region associated
differently with active JAK2 mutant forms, suggesting a distinct Lnk regulatory mechanism
depending on the pathogenic context. Using human erythro/megakaryocytic cells expressing LNK
mutations in the NPH region, we showed that these mutations modified the Lnk/JAK2 active
complex, likely due to abnormal Lnk subcellular localization. Finally, we found that the Lnk N-
terminal region and PH domain modulate inhibition of JAK2-dependent proliferation of
megakaryocyte progenitors and myeloid cell lines. This further correlated with JAK2/STATS and
MAPK activation. Altogether, our results indicate that the NPH region of Lnk plays an important
role in the dynamics of Lnk-JAK2 complex with functional consequences on JAK?2 biological
activity. In this way, genetic changes in LNK enhance JAK2 signalling and they might cooperate

with other activating mutations in the JAK/STAT pathway to abnormal signalling in MPNs.



INTRODUCTION

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are a phenotypically heterogeneous group of stem cell-
derived clonal hematopoietic disorders, characterized by excessive production of mature myeloid
cells.! ‘Philadelphia chromosome-negative (Ph’)’ MPNs are namely Polycythemia vera (PV),
Essential thrombocythemia (ET) and Primary myelofibrosis (PMF). The genomic landscape of
MPN radically changed with the discovery of a gain-of-function acquired mutation in Janus kinase
2 (JAK2) tyrosine kinase, termed JAK2-V617F. This finding was rapidly followed by the
identification of other mutations relevant to disease pathogenesis with varying frequency, targeting
genes involved in signalling, epigenetic dysregulation and leukemic transformation.” These data
confirmed that MPN are complex diseases, resulting from the combination of several genetic

events, notably affecting the activation and regulation of the JAK/STAT pathway.’

One important regulator of JAK?2 signalling is the LNK (or SH2B3) adaptor protein, a member of
the family of adaptors also composed of SH2-B (SH2B1) and APS (SH2B2). These proteins share
a dimerization domain and proline-rich motifs at the amino (N)-terminus, a pleckstrin homology
(PH) and Src-homology-2 (SH2) domains and several potential phospho-acceptor tyrosine and
serine residues.® Lnk is highly expressed in hematopoietic stem cells and myeloid progenitors,

notably in the megakaryocytic lineage.”"”

Mice deficient for Lnk display abnormal
megakaryopoiesis and erythropoiesis, due to the absence of negative regulation of thrombopoietin
(TPO) receptor, MPL, and erythropoietin (EPO) receptor (EPOR) signalling pathways,
respectively.'' " Indeed, Lnk negatively modulates these cascades by attenuating JAK2-WT and
mutant V617F activation, mainly in a dose-dependent manner via its SH2 domain, but also likely

by binding JAK?2 through another region.7’14’]5

Several evidences have highlighted the important role of LNK in MPNs: 1) ablation of Lnk



promotes the development of an MPN-like phenotype in mouse models™'® 2) a nonsynonymous
single nucleotide polymorphism (nsSNP, 784T>C, R262W) in exon 2 of the LNK gene, associates
significantly with JAK2-V617F-positive MPN,'” and 3) mutations affecting different
regions/domains of the adaptor have been identified in MPNs'*'*** and ALL.** Some of these
mutations evoke dysregulated JAK/STAT signalling and dependent proliferation,'** suggesting
a contribution of the adaptor to MPN pathogenesis. However, the precise biological consequences
of LNK mutations on MPN phenotype remain unclear.

In this work, we investigated the molecular mechanism of two distinct LVK N-terminal and PH
domain (NPH) missense mutations in order to define their biological effect on MPN phenotype.
Our results revealed that the NPH region of Lnk binds to non-phosphorylated JAK2-WT and
modulates its kinase activity at the basal level. Alteration of this region through deletion, MPN
mutations or by binding to JAK2 mutant forms results in upregulation of JAK?2 kinase activity and
changes mainly in Lnk phosphorylation status and subcellular localization. Functionally, cell
proliferation assays showed that Lnk NPH region is important for the regulation of JAK2-
dependent proliferation of myeloid progenitor and mature cells. Therefore, our results reveal the
Lnk-NPH region as a novel regulatory domain for JAK2 biological functions. Inactivation of this
region cooperates with JAK2 and/or other activating mutations in the JAK/STAT pathway to

enhance abnormal signalling and thus contributing to MPN phenotypic switch.



MATERIALS AND METHODS

Mice and cell culture

Wild-type (WT) and Lnk-deficient mice’ were housed under pathogen-free conditions. This study
was approved by the Université Paris 13 SMBH Animal facility review board. HEL
(erythroleukemia) and UT7/Mpl (megakaryoblastic) cell lines were grown, starved and stimulated,
as previously described.'* COS7 cells were grown in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM,
Invitrogen) supplemented with 10%  heat-inactivated fetal bovine serum, 1%

Penicillin/Streptomycin (Life technologies) at 37°C in 5% CO,.

Plasmid constructs

Lnk-N-Term (residues 1-178), NPH (residues 1-290) and SH2C (residues 240-548) constructs
were generated by polymerase chain reaction (PCR), sequenced and subcloned in the pFLAG-
CMV expression vector (Figure 1A). JAK2 mutations were generated in mouse pEFBos-JAK2-
HA (gift from Dr. D. Barber, Toronto, Canada). The Lnk-R364M was described previously.*® The
equivalent human LNK mutations Glycine (G)152 to Arginine (R, G152R) and Glutamic acid
(E)208 to Glutamine (Q, E208Q) were generated in murine Lrnk cDNA, G131R (GR) and E182Q
(EQ), respectively, in pFLAG-CMV and pMPL?’ All mutations were introduced using
QuikChange XL site-directed mutagenesis kit (Agilent Technologies) and confirmed by DNA

sequencing.

Immunoprecipitation and immunoblotting
Cell lysates were prepared as previously described'® and analysed either directly by

immunoblotting or by immunoprecipitation with specific antibodies for 2 hours at 4°C. Antibodies



complexes were detected with either horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-
rabbit antibodies (Biorad), revealed by enhanced chemiluminescence (ECL; GE Healthcare),

visualized and quantified with the ChemiDoc MP Imaging System (BioRad).

Immunofluorescence and cell fractionation

HEL cells were grown on fibronectin-coated glass coverslips (Superfibronectin, 50 ng/mL, Sigma-
Aldrich), incubated or not with 15 nM of o-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA, Sigma-Aldrich)
for 24 hours, fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized in 0.25% Triton X-100. Lnk
proteins were detected using rabbit anti-NLnk antibodies followed by Alexa 647-conjugated anti-
rabbit antibodies (Molecular Probes). Images were acquired with a spinning disk microscope
(Leica DMI6000) with a 63x objective and analysed by Image J software (NIH, Bethesda MD).
For cell fractionation experiments, TPA-treated or not HEL cells were fractionated using the
Subcellular Protein Fractionation kit (Mem-PER Plus, Thermo Fisher Scientific) following the

manufacturer’s protocol.

Retroviral transduction, Lin™ progenitor purification and in vitro colony assays

Hematopoietic cell lines were retrovirally infected with supernatants commercially produced (10°
cfu/mL, Lentivectors production facility, SFR BioSciences Gerland—Lyon, France). Lin
progenitor cells from bone marrow were purified using a lineage-cell depletion kit according to
the manufacturers’ instructions (Miltenyi Biotec) from 5-fluorouracil (5-FU)-treated (150 mg/kg
intraperitoneally, 4 days before) WT and Lnk”™ mice. Cells were stimulated for 24 hours,*
retrovirally infected with Plat-E supernatants (Supplemental data) and green fluorescence protein
(GFP) positive-sorted after 48 hours of infection. 1.5 x 10 cells were seeded in duplicate in

collagen-based media (MegaCult-C, StemCell Technologies) and incubated at 37°C, 5% CO2.



CFU-Megs were stained for acetylcholinesterase activity (Sigma-Aldrich) and counted after 6 days

of incubation.

Structure-based sequence alignment
A secondary structure model for Lnk was built using the alignment obtained with the Partial Order

Structure Alignment (POSA) software.”®



RESULTS
The N-terminal region of Lnk by its own binds JAK2 forms

Former results showed that Lnk bound stronger to JAK2-V617F than JAK2-WT form.”'*'* This
difference could be attributed to Lnk binding to JAK?2 via tyrosine residues in JAK2-V617F, others
than the described Y613 and Y813.” We therefore co-expressed Flag-tagged Lnk-WT with JAK2-
V617F mutated in these tyrosine residues in COS7 cells (Figure 1A). All Lnk and JAK2-V617F
mutant forms displayed similar levels of expression. As expected, phosphorylated JAK2-V617F
strongly co-immunoprecipitated with Lnk-WT, resulting in high Lnk phosphorylation (Figure 1B).
A similar result was obtained on Lnk-JAK?2 association with JAK2-V617FY613F (VFY613F)
mutant, however a reduction in the phosphorylation of associated Lnk was observed. In contrast,
the amount of phosphorylated JAK2 associated with Lnk was substantially diminished with
mutants Y813F and Y613F/Y813F (VF2F), resulting in the abolition of Lnk phosphorylation

(Figure 1B). These results show that JAK2-V617F does not utilize other tyrosine residues to
mediate this Lnk-SH2 association, neither has it changed the SH2 domain preference for
Y613/813. Conversely, expression of Lnk-SH2 inactive form (RM) resulted in abolition of Lnk
phosphorylation, while still displaying Lnk-JAK?2 interaction (Figure 1B), which indicates the
presence of an Lnk SH2-independent binding site for JAK2.

To prove that this latter binding site does not involve phosphorylated tyrosines in JAK2, we co-
expressed Flag-tagged Lnk-WT with JAK2-WT or kinase-inactive K882E (KE) forms in COS7
cells (Figure 1A). Flag-Lnk was immunoprecipitated and the presence of active and total JAK2 in
the complex was detected by immunoblotting with specific antibodies. Both JAK2 forms
associated with Lnk-WT, however, the phosphorylated forms of the kinase and of the adaptor were

only detected in JAK2-WT-expressing cells (Figure 1C). The expression level of Lnk and JAK2



proteins was similar. As for JAK2 forms, only JAK2-WT was tyrosyl phosphorylated, as assessed
by immunoblotting. These data confirm that Lnk binds to non-tyrosyl-phosphorylated JAK2, most
likely via its N-terminal region. To confirm this, two Lnk mutant proteins containing either the N-
terminal region without (N-term) or with the PH domain (NPH) were generated and flag-tagged at
the N-terminus (Figure 1A). The Lnk mutants were individually co-expressed with kinase-inactive
JAK2-K882E in COS7 cells and then immunoprecipitated with anti-flag agarose beads. The
immune complexes were detected with anti-JAK2 and anti-flag antibodies. Both Lnk forms were
able to bind JAK2-K882E (Figure 1D, top panel). These results indicate that the N-terminal region
and PH domain of Lnk mediate Lnk binding to inactive, non-tyrosyl phosphorylated JAK2.

To determine if this Lnk region was sufficient for its interaction with JAK?2, Flag-tagged Lnk forms
truncated at either their C- or N-terminus (Figure 1A), were co-expressed with JAK2-WT in COS7
cells, immunoprecipitated with anti-Flag antibodies and then analysed by western blotting. JAK2-
WT coimmunoprecipitated with WT or N-terminal-deleted (SH2C) Lnk proteins, which resulted
in Lnk phosphorylation (Figure 1D, lanes 1 and 4). In contrast, the N-terminal (N-term) region of
Lnk bound only weakly to JAK2, whereas the presence of the PH domain (NPH protein) enhanced
this association (Figure 1D, lane 2 and 3).

We next examined the impact of different JAK2 mutations on their binding to Lnk-NPH region.
We analysed three distinct JAK2 pathogenic forms: two predominant in MPNs, V61F (VF, exon
14) and K539L, (KL, exon 12)* and one in ALL, R683G (RG, exon 16).**' COS7 cells co-
expressing Lnk truncated proteins with JAK2 mutants were immunoprecipitated with anti-Flag
antibodies and then analysed by immunoblotting. Association of JAK2-V617F and JAK2-KL with
Lnk forms was comparable to JAK2-WT, apart from now causing the substantial phosphorylation
of Lnk-WT and SH2C proteins (Figure 1D, lanes 5-8, 9-12). JAK2-RG mutant kinase also

associated with all Lnk forms, however, the adaptor was this time only weakly phosphorylated



(Figure 1D, lanes 13-16). Similar amounts of JAK2 and Lnk forms were expressed and
immunoprecipitated [for Lnk] (Figure 1D and supplementary S1). Together, these results indicate
that the Lnk N-terminal region binds by its own all JAK2 forms and the presence of the PH domain
reinforces this binding. Moreover, phosphorylation of the Lnk-SH2C form demonstrates the
presence in this truncated protein of tyrosine residues that are specific targets for JAK2

phosphorylation.

Lnk mutations do not affect Lnk-JAK2 association, but their phosphorylation status

We and others have initially reported mutations in LNK affecting the N-terminal region (LNK-
G152R, GR) and PH domain (LNK-E208Q, EQ) in chronic-phase JAK2-WT MPN patients.'*"
To investigate their role on cytokine-induced JAK2 phosphorylation, we introduced these
mutations into a Flag-Lnk construct (Lnk-GR and -EQ) and co-expressed them first with JAK2-
WT and EPOR in COS7 cells (Figure 2A). JAK2 activation with or without EPO-stimulation was
detected in total cell lysates with anti-phospho-specific antibodies. Control vector and Lnk-WT
cells exhibited low basal JAK2 phosphorylation, which increased upon EPO-stimulation. In
contrast, cells expressing Lnk-GR and Lnk-EQ displayed elevated JAK?2 basal activation with no
further increment upon cytokine-stimulation, (Figure 2A). To examine whether NPH mutations
could affect Lnk association with JAK2-WT, cell lysates previously EPO-stimulated or not, were
immunoprecipitated with anti-Flag antibodies and analysed by immunoblotting with specific
antibodies. All Lnk forms similarly precipitated JAK2-WT and this resulted in phosphorylation of
Lnk forms, notably of Lnk-GR mutant protein (Figure 2B). Altogether, these data indicate that
mutations in the N-terminal and PH domains affect JAK2 basal activity, thus suggesting an

important role of the NPH region in JAK2 regulation at this level.



We next investigated the effect of LNK mutations in a JAK2-V617F context. Flag-Lnk constructs
were co-expressed with JAK2-V617F and EPOR in COS7, stimulated or not with EPO and
immunoprecipitated with anti-Flag antibodies. Additionally, HEL cells (endogenous JAK2-
V617F) also expressing Lnk mutant forms were precipitated with anti-Lnk antibodies. In both
cellular systems, WT-, GR- and EQ-Lnk mutant proteins associated with phosphorylated JAK2-
V617F kinase, resulting in Lnk phosphorylation (Figure 2C-D). Both JAK?2 association and Lnk
phosphorylation were again strikingly evident in Lnk-GR-expressing cells, demonstrating a
preferential interaction between phosphorylated Lnk and JAK2 forms in the presence of this
mutation, already at basal level. Therefore, these results demonstrate that these LNVK mutations do

not affect Lnk/JAK2 association, but their phosphorylation status in the complex.

Lnk-NPH mutant forms exhibit defects in their subcellular localization

The dimerization and PH domains, together with specific sequences in the N-terminal region
facilitate the subcellular recruitment of the Lnk/SH2B adaptor proteins to their binding partners, a
crucial function for their physiological effects.**** Since our study implicate Lnk mutations in
the NPH region, we examined whether they could modify either Lnk’s capacity to homodimerize
or its subcellular localization, that may explain their effect on Lnk phosphorylation and JAK2
association. We first analysed the effect of Lnk NPH mutations on its homodimerization. For this,
we co-expressed in COS7 cells Myc-tagged WT N-terminal or NPH Lnk forms with either WT,
GR or EQ mutant proteins expressing a Flag-tag. We next performed anti-Flag
immunoprecipitations and immunoblotted with anti-myc antibodies. Our results showed that the
dimerization domain was sufficient to mediate Lnk homodimerization. Mutations in the N-

terminal region (Lnk-GR) or the PH domain (Lnk-EQ) did not affect this function, but rather



seemed to slightly increase Lnk dimer formation, thus suggesting a role for dimerization in Lnk’s

inhibitory function (Figure 3A).

We next investigated the effect of these same NPH mutations on Lnk subcellular
localization. For this, HEL cells expressing WT and mutant Lnk forms were stimulated for 24h
with a low dose of TPA. This treatment induced expression of megakaryocyte-specific markers
and a megakaryocyte-like morphology (Supplementary Figure S2A and®). Cytosolic and
membrane fractions from TPA-induced cells were then analysed. As shown in figure 3B, Lnk-WT
and -RM proteins were detected mainly in the cytosolic fraction with a smaller portion at the
plasma membrane. However, Lnk-GR localized in both the cytosolic and remarkably, at the
plasma membrane fractions. In contrast, Lnk-EQ was mostly found in the cytosolic fraction, albeit
at slightly lower expression level than the other forms. Similar results were obtained without TPA

(Supplementary Figure S2B).

These results were further confirmed by confocal microscopy. TPA-treated HEL cells expressing
Lnk forms were stained with anti-Lnk antibodies, imaged and fluorescence intensities quantified
in cytoplasm and membrane regions. Lnk-WT and SH2-inactive RM-expressing cells, exhibited a
similar steady-state percentage of cytoplasmic (Cyt), notably in the perinuclear region,” and
plasma membrane (PM) distribution. In contrast, the PH mutant Lnk-EQ was less expressed and
mainly localized in the cytoplasm, rather than at the plasma membrane. Subsequently, analysis of
the N-terminal Lnk-GR mutant showed a slightly higher percentage of localization at the plasma
membrane in comparison to the other Lnk forms (Figure 3C). Together, these results show that the
N-terminal and PH domains are important for Lnk dimerization and its specific recruitment to the

plasma membrane to exert its inhibitory function at the signalling complex.



Mutations in LNK-PH domain may affect phosphoinositide-binding pocket

Most of the LNK mutations identified to date cluster in the PH domain, suggesting that these
mutations affect plasma membrane-targeting of the adaptor. However, it is still unclear how LNK-
PH mutations may disrupt this biological function. To elucidate the potential role of the PH
mutations in the pathological mechanism, we built a secondary structure model for LNK-PH
domain based on the alignment with structures of crystalized PH domains from selected signalling
molecules and the high sequence homology of LNK with APS. This PH alignment allowed
positioning of all Lnk-PH mutations reported so far, in or proximal to the B1-2 loop, B2 strand
and B2-B3 loop. Importantly, most of these sequences are involved in the specification of the
phosphoinositide (PI)-binding pocket (Figure 4 and Supplementary Figure S3A). In particular,
residue E208 maps to the loop connecting strands f1-B2 and it is one of the residues implicated in
PI-binding (Figure 4 and Supplemental Figure S3A-B). This result thus indicates that mutation

E208Q, likely causes a change of affinity for PI.

Lnk N-terminal and PH domains modulate differently JAK2-dependent proliferation

We have previously shown that both SH2 and PH domains contribute to Lnk-mediated growth
inhibition of megakaryocytic progenitors (CFU-Meg)."* To assess the outcome of Lnk NPH region
mutations on CFU-Meg proliferation, we retrovirally expressed them in Lin™ progenitor cells
derived from Lnk-deficient animals. GFP" Lin™ cells expressing these Lnk mutant forms were
sorted, their expression confirmed by RT-PCR (Figure 5A) and assayed in vitro for CFU-Meg
growth to evaluate their clonogenic potential. Expression of Lnk-WT in Lnk” progenitors reduced

CFU-Meg colony numbers compared with Lin"Lnk ™" cells. In contrast, Lnk-EQ mutant displayed



comparable colony-forming numbers to vector-transduced Lnk” cells, while the Lnk-GR
expressing cells partially inhibited the colony formation (Figure 5B). Consistent with the colony
numbers, a difference in the colony size was observed for the different Lin-transduced clones
(Figure 5C).

Because of the heterozygous state prevalence of the LNK mutations in MPN patients, we were then
interested in analysing the proliferative consequences of Lnk-EQ and Lnk-GR mutants’ expression
in a heterozygous Lunk (Lnk™") genetic context. Lnk mutant forms were expressed this time in Lin
progenitor cells derived from Lnk™ mice, sorted as previously described and assayed for CFU-
Meg growth. As expected, Lnk-WT expression in Lnk ™ progenitors restablished normal numbers
of CFU-Meg colonies similarly to Lin" cells derived from wild-type animals. Likewise, expression
of Lnk-GR mutant also reduced CFU-Meg colony formation. In contrast, Lnk-EQ mutant
exhibited again colony-forming numbers comparable to Lnk” cells expressing vector control
(Figure 5D). Therefore, these results confirm that the Lnk-NPH region is important for its
inhibitory function during expansion of megakaryocytic progenitors. In this context, the Lnk-
E208Q mutant can act as a dominant negative protein to inhibit the Lnk wild-type form.

We next examined the effect of Lnk mutations on cell proliferation in a JAK2-V617F context
(HEL cells). Expression of WT-Lnk led to significant cell growth inhibition (Figure 6A). In
contrast, Lnk-EQ and -GR mutant forms considerably reduced this inhibitory function, similar to
control vector or SH2-inactive RM-expressing cells. Besides, this effect on cell proliferation
correlated with maintenance of JAK/STAT and MAPK activation in HEL cells expressing Lnk
mutant forms, alike vector-expressing cells (Figure 6B). Altogether, these results demonstrate that
the N-terminal and PH domains of Lnk modulate JAK2-mediated signalling pathways involved in
cell proliferation of myeloid progenitors and mature cells in both physiological and pathological

contexts.



DISCUSSION

LNK mutations in human MPN target different domains of the LNK protein, notably its PH
domain. Although these mutations have been identified in multiple MPN subtypes, at both chronic
and blast-phase, their biological consequences on MPN pathogenesis remain unclear. We therefore
performed a structure-function analysis of mutations in the N-terminal region and PH domain
(NPH) of the adaptor, by characterizing Lnk”-derived progenitors and hematopoietic cell lines
expressing WT and MPN mutated forms of either Lnk or JAK2. Our results revealed that the NPH
region of Lnk serves as an inhibitory domain for JAK?2 activity at the basal level. Alteration of this
region through deletion or MPN mutations led to upregulation of JAK2 kinase activity and of its
subsequent biological responses, in particular in the megakaryocytic lineage. Furthermore, we
demonstrated that these LNK mutations modified the Lnk/JAK?2 active complex through changes
in Lnk phosphorylation and subcellular localization that together with JAK2 pathogenic forms,
can alternatively lead to MPN phenotypic switch.

We previously suggested that besides the SH2 domain, another JAK2 binding site within the Lnk-
NPH region could associate with the inactive kinase.'* Here, we confirm that this second site binds
to inactive, non-phosphorylated JAK2 and is mediated by the N-terminal region of the adaptor
with the PH domain stabilizing further the interaction. A similar JAK2 bipartite interaction site
has been reported for SH2B and APS, members of the Lnk family and activators of JAK2. In these
proteins, the second JAK2-binding site includes the PH domain and the PH-SH2 linker region and
it ensures inhibition of the kinase in the unstimulated state and a robust response upon ligand

stimulation.>®?’

For Lnk, our data show that its NPH region also functions as an inhibitory domain to prevent

abnormal JAK2 activation at the basal level. Contrary to SH2B and APS, this region may help



binding of the SH2 domain to ligand-activated JAK?2 to exert Lnk full inhibitory function on the
kinase. This is favoured by Lnk localization to the plasma membrane, notably via its PH domain
and its dimerization via its N-terminal domain. Indeed, our analysis of Lnk mutations in MPNs
confirms that disruption of the NPH region does not affect Lnk/JAK2 interaction (this work and®),
but rather the ratio of phosphorylated Lnk/JAK?2 within the active complex. This may be partly
caused by altered subcellular addressing of Lnk mutant forms. Furthermore, these molecular
effects on Lnk were more pronounced in the presence of MPN JAK2 kinases V617F and K539L,
which hint at a tighter interaction between these JAK2 pathogenic proteins and Lnk. Surprisingly,
association between Lnk and B-ALL JAK2-R683G had a weaker effect on the phosphorylation of
the adaptor that suggests a different mechanism of JAK2 regulation depending on the pathological

context.

Concerning the PH domain, our proliferation studies on Lnk”" megakaryocytic progenitors and
HEL cells expressing the E208Q PH-mutation, confirmed the importance of this domain in
mediating Lnk-inhibitory function in myeloid lineages. This also correlated with regulation of the
JAK2/STATS and MAPK pathways, in accordance with a previous report on human CD34"
progenitor cells harbouring Lnk-PH mutations."’ Importantly, the E208Q mutation is the only PH
mutation to date identified in a JAK2-WT ET patient and together with our results on
megakaryocyte progenitor cell growth, these data highlight the potential role of this mutation in

ET phenotype.

Furthermore, TPA-treated HEL cells allowed us to examine the biochemical and cellular
consequences of LNK mutations on its localization in megakaryocyte-like cells and in a JAK2-
V617F context. Our results thus confirm that Lnk-PH domain is necessary for the adaptor to

translocate properly to the plasma membrane (Figure 3). Moreover, our PH domain structural



analysis has positioned all LNK-PH mutations in or around residues important for phospholipid
interaction. Accordingly, mutations in these sites are expected to destabilize the PH-PI-interaction
with mild-to-severe consequences on Lnk membrane-localization. Besides, these mutations may
cooperate with other genetic changes in the JAK/STAT pathway to contribute to different MPN
phenotypes and/or leukemic transformation. In this context, our results on the association of the
SNP LNK R262W to JAK2-V617F-positive MPNs'*, support this possibility and further suggest
that this polymorphism could also associate with other LNK mutations to predispose to certain

MPN phenotypes.

Regarding Lnk N-terminal mutant protein, our data showed that it preferentially associates with
active JAK2 (WT and V617F), probably favoured by its increased localization at the plasma
membrane and resulting in upregulation of JAK2 biological responses. Therefore, these results
reveal a novel function for this Lnk region on the modulation of its partners/effectors, as shown
for JAK2 activity. In this context, the G152 residue lies next to one of the two serine (S) residues
(human S150, murine S129) reported as binding sites for 14-3-3 proteins.® Moreover, S150
corresponds to residues S161/165 in SH2B1f that when phosphorylated, regulate the cellular
localization and function of SH2B1p adaptor, through electrostatic interactions.” In the case of
G152R, this positively-charged mutation may hinder S150 phosphorylation, resulting in partial
retention of the Lnk mutant protein at the plasma membrane and in the defective functional
interaction with its partners JAK2 and 14-3-3, respectively. Further analysis of LNK
phosphorylation status in MPNs should shed light into the precise role played by these post-
translational modifications of the adaptor on its partners/effectors association and inhibition in

pathological contexts.

Recently, another missense mutation (464C>T, P155L) in LNK N-terminal region was identified



in one patient with JAK2-WT erythrocytosis.'® The P155L variation resides next to residue G152,
outside the dimerization domain, which suggests a potential mutational preference for this spot in
the N-terminal region in MPNs. Both mutations are predicted to affect protein function using the
SIFT software (sift.jevi.org) and  probably damaging  with PolyPhen-2
(genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Interestingly, N-terminal mutations have been found so far in
patients with ET and erythrocytosis, which underlies the important role of LNK in the
erythroid/megakaryocytic lineage, akin to E208Q PH mutant. Lastly, a structural model to
understand the mechanism of action of LNK-N-terminal mutations could not be generated since

the crystal structure of this LNK region has not yet been determined.

Altogether, our results allow proposing a model in which Lnk through its NPH region binds to
inactive JAK?2 to prevent abnormal kinase activation at basal state. Upon growth factor stimulation,
conformational changes may facilitate dissociation of Lnk N-terminal region from JAK2,
favouring kinase activation and function. Signal termination will occur through the association of
the adaptor with active JAK2 via Lnk-SH2 domain and probably with its dimerization domain
reinforcing this interaction. This interaction will lead to Lnk phosphorylation and down-regulation
of JAK2 kinase activity and pathways. In this model, Lrnk mutations may act either by stabilizing
JAK2 in an active conformation (G152R mutation) or affecting Lnk localization (E208Q) at the

plasma membrane near the signalling complex (Figure 7).

In summary, this study contributes to the pathophysiological understanding of LNK
missense mutations in MPN. Both N-terminal region and PH domain mutations impair not only
LNK cellular localisation, but also may favour homodimerization between WT and mutant Lnk
forms, considering the heterozygous state prevalence of most LNK mutations identified to date.

Additionally, our structural analysis of Lnk-PH mutations has underscored their functional



consequences by disruption of key residues involved in phospholipid interaction. Importantly, our
findings have revealed a novel function for Lnk-NPH as an important negative regulatory region
for JAK2. Future studies focusing on LNK-base strategies to target specifically JAK2 pathogenic
forms are warranted to have significant therapeutic implications in chronic myeloid and lymphoid

diseases involving this kinase.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Lnk-NPH region associates with JAK2-WT and MPN pathogenic forms.

(A) Schematic representation of Flag-tagged-Lnk and HA-tagged-JAK?2 forms used, showing Lnk
and JAK?2 functional domains. Lnk structure represents the amino (N)-terminal region (N-term),
including a dimerization domain (black rectangle within N-term region), a pleckstrin homology
(PH) and Src-homology-2 (SH2) domains. JAK2 functional domains include a FERM domain,
Src-homology-2-like (SH2L), pseudo-kinase (JH2) and kinase (JH1) domains. Mutations in JAK2
are shown: K539L (KL), V617F (VF), R683G (RG), K882E (KE), Y613F and Y813F. (B) COS7
cells were cotransfected with WT or R364M Lnk forms and different JAK2 tyrosine mutants in a
V617F context. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-Flag agarose beads and analysed
by Western blot with specific antibodies. The expression level of the different proteins was
determined from total cell lysates by immunoblotting with the indicated antibodies. JAK2-VF2F
denotes the triple mutant VF/Y613F/Y813F form. Blot is representative of 2 independent
experiments. (C-E) COS7 cells were cotransfected with Flag-Lnk-WT and either WT or KE JAK?2
forms (C), with truncated Lnk forms and KE JAK2 form (D) or with WT or truncated Lnk forms
and WT or mutant JAK2 forms (E). Cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-Flag
agarose beads. Tubulin blot is shown as loading control. Western blot analysis was performed with
indicated antibodies. Blots are representative of 5 independent experiments. CTL, control (non-
transfected cells); pJAK2, phospho-specific-JAK2; pTyr, phosphotyrosine; pLnk, phosphorylated

Lnk

Figure 2. MPN mutations in Lnk-NPH region affect JAK2-WT basal activity and Lnk
phosphorylation. (A) Schematic representation of Lnk mutations in MPNs, GR, Lnk-G131R, EQ,

Lnk-E181Q. JAK2-WT phosphorylation in the presence of EPO cytokine receptor (EPOR) and



WT or mutant Lnk forms in COS7 cells, was measured from total cell lysates (25 pg) stimulated
or not with 50 U/ml of EPO for 10 min. Western blot analysis was done with the indicated
antibodies. Tubulin is shown as loading control. (B) Cell lysates from (A) were then
immunoprecipitated with anti-Flag agarose beads and analysed by immunoblotting with specific
antibodies. IgG, immunoglobulin G, are shown as loading control. (C) Total lysates from COS7
cells expressing control vector or Flag-Lnk forms with JAK2-V617F and EPOR were stimulated
with EPO (50 U/mL) for 10 minutes and then immunoprecipitated with anti-Flag agarose beads.
Western blot analysis was performed with anti-pTyr and anti-phospho-JAK2 specific antibodies.
JAK2 and Lnk expression were detected with anti-JAK2 and anti-Lnk specific antibodies,
respectively. Equal expression of transfected proteins is shown in total cell lysates using tubulin
as loading control. White space gaps in lysates panel indicate repositioned gel lanes. (D) Schematic
representation of WT and mutant Lnk forms cloned into the MIG retroviral vector. Dimerization
domain is represented by the black rectangle in the N-term region. Point mutations in the different
domains are indicated with an asterisk (*). Lnk-R364M (RM) is a synthetic SH2 domain
inactivating mutation. HEL cells retrovirally infected with supernatants expressing control vector
or Lnk constructs were immunoprecipitated with anti-Lnk antibodies. Western blot analysis was
performed as described above. Anti-JAK2 immunoprecipitation is shown as control for JAK2 size.

All blots are representative of 2-3 independent experiments.

Figure 3. The N-terminal and PH domains of Lnk contribute to Lnk dimerization and
subcellular localization. (A) COS7 cells were cotransfected with Flag-tagged WT or mutated Lnk
forms and Myc-tagged WT Lnk. Cell lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-Flag agarose

beads. Western blot analysis was performed with anti-Myc antibodies. Blot is representative of 2



independent experiments. GR, Lnk-G131R, EQ, Lnk-E181Q. NT, N-terminal (B) Cytosolic and
membrane fractions were purified from TPA-treated HEL cells (6 x 10°) expressing vector, WT
or mutated Lnk forms. Lnk subcellular localization was examined by immunoblotting with anti-
Lnk antibodies. Tubulin and flotillin were used as cytoplasmic and membrane markers,
respectively. Representative blot from 2 independent experiments is shown. (B) HEL cells (5 x
10%) expressing the different Lnk forms were grown on fibronectin-coated coverslips and TPA-
treated for 24 hours, stained with anti-Lnk antibodies followed by Alexa-647-conjugated anti-
rabbit secondary antibodies and analysed by confocal microscopy. Intensities of fluorescent
signals were quantified in cytoplasm and membrane regions defined as ROI (Region of Interest)
and averaged from 30 cells for each Lnk form from 3 independent experiments. Representative

images are shown. The graphs indicate the relative proportion of fluorescence intensity quantified

in the cytoplasm (Cyt,m) and plasma membrane (PM,0) regions for each Lnk form. Scale bar = 10

um

Figure 4. Structure-based sequence alignment of the LNK-PH with selected PH domains.
Residue numbering and secondary structure for mouse APS are indicated above the alignment. PH
domain borders are delineated by brackets. Identical residues are shaded red and highly conserved
residues are in red type. Residue E208 of LNK located within the 1-2 loop is in green. Lnk-PH
mutations found in MPNs are indicated and pointed with a black arrow (E208Q, S213R, A215V,
G220R/V, A223V, G229S, D234N, T274A), the 5 bp-deletion is denoted with a triangle (A) and
the SNP rs3184504 (R262W) is highlighted in purple. Black squares (m) mark PH-domain residues
implicated in lipid head group interaction. Protein Data Base (PDB) entries 1V5M (APS), 1U5G

(Skap55-homolog, SKHom), 1U5D (Src-kinase-associated phosphoprotein of 55 kDa, Skap55,



SK55), 1H10 (AKT) and 1BTK (Bruton’s tyrosine kinase, BTK) were used to align PH domain
structures using the POSA software. The positions of -sheets and -helix are derived from the APS
structure. S, serine; A, alanine; V, valine; D; aspartic acid; N, asparagine; T, threonine; W,

tryptophan.

Figure 5. Lnk-NPH region contributes to the expansion of megakaryocytic progenitors via
regulation of TPO-induced signaling pathways. (A) Total RNA was extracted from Lnk™" or
Lnk™ Lin” GFP" progenitor cells transduced with either vector alone, WT or mutant forms of Lnk
and subjected to RT-PCR with specific primers for Lnk (top panel) and HPRT (bottom panel) as
control. (B) Lnk™" or Lnk” Lin™ transduced cells were assessed for their in vitro colony-forming
ability of megakaryocytic progenitors in collagen-based media containing optimal concentrations
of appropriate recombinant growth factors. Data represent the mean + SD (error bars) of number
of CFU-Meg colonies/10* Lin” GEP" cells from duplicate samples from 3 independent assays using
5-6 mice of each genotype. Statistical significance was determined using Student # test: ***P0,003.
(C) Typical appearance of GFP" megakaryocyte colonies from Lnk” Lin™ progenitors transduced
with Lnk-WT, mutants or vector control. Lnk™" Lin- progenitors were transduce with vector alone.
CFU-Meg colonies were acquired with a 10X objective with an Olympus BX41 microscope and a
camera (Bassler 102FC). Images were processed with Imagel software. Scale bar = 50 m. (D)
Lnk™ Lin” GFP" progenitor cells transduced with either vector alone, WT or mutant forms of Lnk
were assessed for their in vifro colony-forming ability of megakaryocytic progenitors. Data
represent the mean % SD (error bars) of number of CFU-Meg colonies/10* Lin” GFP™ cells from

duplicate samples from 2 independent assays using 5-6 mice of each genotype.



Figure 6. Mutations in Lnk-NPH region abolishes Lnk-mediated cell growth and signaling
inhibition in HEL cells. (A) HEL cells (3 x 10°) expressing vector (X), Lnk-WT (o) or mutant

(GR, A; EQ, ¢; RM, o) forms were cultured in complete media and viable cell numbers were
determined by trypan blue exclusion at the indicated times. Data represent the mean counts + SD
(error bars) of viable cells from triplicate determinations from 3 independent experiments.
Statistical significance was determined using Student 7 test: **P 10; *P 0,02 (B) JAK2, STAT5
and ERK activation was assessed in total lysates from HEL cells expressing control vector or Lnk
mutant forms by immunoblotting with anti-phospho-specific antibodies. Total protein levels were
analysed by immunoblotting. Tubulin blot is shown as loading control. Blot quantification was
performed with ImageLab software (Biorad). Numbers under total proteins blots show normalized
ratios of phosphorylated proteins/total protein. Blots are representative of 2 independent

experiments.

Figure 7. Working model of Lnk inhibition of JAK2. (A) In a physiological context, LNK
associates, through its N-terminal region (NT) with inactive JAK2 at basal state (1). In this way,
LNK maintains JAK2 activity low at basal level (2). Cytokine-stimulation triggers JAK2
transphosphorylation and activation, followed by dissociation of Lnk-JAK2 complex and thereby
upregulation of JAK2-mediated functions (3). Signaling inhibition occurs with the association of
LNK-SH2 domain with active JAK2, at the plasma membrane (4), leading to phosphorylation of
the adaptor (5); this complex could be further stabilized by LNK dimerization domain (6), which
results in down-regulation of JAK2 biological responses (7). (B) In contrast, MPN mutations in
LNK (GI52R left, yellow star; E208Q, right, orange star) change its interaction with JAK2,

leading to activation of the kinase and Lnk phosphorylation, both at basal and cytokine-stimulated



conditions (8 and 10). This is probably favored by their abnormal subcellular localization (9 and
11). Both mutations affect LNK inhibitory capacity, thereby evoking upregulation of JAK2-

mediated proliferation.

SUPPLEMENTAL DATA
MATERIAL AND METHODS
Cell transfection

Platinum-E (Plat-E") cells were grown in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% Pen/Strep (Life
technologies), blasticidin (1:1000) and puromycin (1pg/mL, Sigma) at 37°C in 5% CO,. COS7
and Plat-E cells were transiently transfected at 70% confluency using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) following the manufacturer’s protocol. Retroviral supernatants from Plat-E cells
transfected with MIG vector or different Lnk forms were collected at 48 and 72 hours post-
transfection, filtered (0.45 m pore) and infected by spinoculation at 3000 rpm for 2 hours at 33°C.
For COS7 cells, culture medium was changed 16 hours after transfection, then cells were starved
in serum-free media for 12 hours and stimulated with 50 U/mL of human EPO (Roche) for 10

minutes.

Antibodies

The following antibodies were used: anti-NLnk> and anti-Lnk68 (raised against Lnk-PH domain),
anti-pJAK2 (Tyr1007/1008), anti-JAK?2, anti-pERK1/2 (Thr202/Thr204), anti-pSTATS (Tyr694),
anti-STATS (Cell Signalling Technology), anti-Erkl (K-24, Santa Cruz Biotechnology), anti-
phospho-Tyrosine (clone 4G10 Platinium, Millipore), anti-CD61 (BD Biosciences), anti-Flag M2
and anti-tubulin (Sigma-Aldrich). Anti-Flag agarose beads (Sigma) were used for anti-Flag

immunoprecipitation experiments.

Proliferation Assay



HEL cells (3 x10°) were seeded in triplicate in 12-well plate in complete media and viable cell

numbers were determined by trypan blue exclusion at indicated times.

Phospho-flow cytometric analysis

UT7/Mpl cells were starved overnight, stimulated or not with 100 ng/ml of TPO for 30 minutes,
fixed with 2% of paraformaldehyde and finally permeabilized with 95% cold methanol. GFP+
cells were gated and then stained with anti-pJAK?2, anti-pERK1/2, anti-pSTATS, followed by anti-
rabbit IgG secondary antibodies conjugated to Alexa-Fluor-647 (Molecular Probes) and analysed

on a FACS Canto II (Becton Dickinson) and FlowJo software (Tree Star).

SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure S1. Expression level of JAK2 and Lnk forms. COS7 cells were
cotransfected with WT or truncated Lnk forms and WT or pathogenic JAK2 forms and their
expression level was assessed by Western blot analysis with indicated antibodies. Control (CTL)

indicates non-transfected cells. Tubulin is shown as loading control.

Supplementary Figure S2. TPA induces megakaryocyte-like phenotype on HEL cells. (A)
Cytosolic and membrane fractions from HEL cells expressing vector, WT or Lnk mutated forms
were treated with TPA (15 nM) for 24 hours and then examined by immunoblotting with anti-
CD61 antibodies, a surface marker of megakaryocytes. Nuclear lobulation and cell morphology
changes were analyzed by staining with DAPI (left panel) and Alexa 546-conjugated phalloidin
(right panel), respectively. Representative confocal images are shown. Scale bar = 10 m. (B) Lnk

subcellular localization in HEL cells expressing vector, WT or Lnk mutated forms was examined



in the absence of TPA treatment. Cytosolic and membrane fractions were analyzed by
immunoblotting with anti-Lnk antibodies. Tubulin and flotillin are used as cytoplasmic and

membrane markers, respectively.

Supplementary Figure S3. Schematic diagrams of homology models of the human LNK PH
domain. Diagrams are based on various PDB entries and built with the online available Swiss
Model Software. (A) Homology model based on PDB entry 2I5F (C-term PH domain of pleckstrin
in complex with D-myo-Ins (1,2,3,5,6) P5. The fold of the protein comprises a seven-stranded
beta-barrel (blue) capped by a a-helix (red). The significant Glutamic acid (E) 208 residue is
shown in CPK representation. (B) Homology model based on the PDB entry 1V5M (APS). The
E208 residue is localized within the a-3 helix in a site essential for interaction of PH domain with

phosphoinositides.
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Deuxieme axe d’étude

II. Résultats complémentaires : Utilisation de LNK comme

outil thérapeutique

Nous avons mis en évidence 'importance de la région NPH dans la fonction inhibitrice de
I'adaptateur, ainsi que sa capacité a se lier et réguler JAK2-V617F. Cette région pourrait donc
étre utilisée comme inhibiteur spécifique de cette forme mutée de JAK2. De ce fait, le deuxiéme
axe de mon projet de theése a consisté a développer une stratégie permettant d’utiliser la région
NPH de LNK pour cibler spécifiquement JAK2-V617F. Cette approche a donc été développée a
I'aide des peptides pénétrants (CPP), capables d’étre internalisés par les cellules. Nous avons
choisi d’utiliser deux méthodes différentes de liaison du CPP a son cargo. La premiére méthode
consiste a utiliser des CPP-TAT liés de maniére covalente a la région NPH de LNK et la
deuxieme consiste a lier cette région de LNK de maniére non-covalente a un cocktail de CPP.

Ces deux approches présentent des avantages techniques et biologiques différents.

Dans la premiere méthode, les CPP-TAT sont directement fusionnés a leur cargo, qui sont
dans notre cas, les différentes formes tronquées de LNK. Au niveau technique, cette méthode
permet d’éliminer I'étape de formation du complexe CPP-cargo avant leur internalisation dans
les cellules. Cette étape du protocole requiert un ratio CPP/cargo spécifique pour favoriser
I'internalisation optimale du cargo. L'utilisation de ce CPP présente aussi plusieurs avantages
biologiques. En effet, cette liaison covalente CPP-TAT-cargo diminue le risque de perdre le
cargo lors de son acheminement vers sa cible. En revanche, le CPP pourrait également
empécher par encombrement stérique ou par modification des propriétés physico-chimiques, la

fonction du cargo.

En ce qui concerne la deuxiéme méthode, l'utilisation d’un cocktail de CPP apporte
plusieurs avantages biologiques dont une liaison CPP-cargo avec un rendement plus élevé.
Cependant, ceci nécessite une étape technique supplémentaire pour déterminer le ratio CPP-
cargo optimal. Cette technique permet également de cibler plusieurs mécanismes d’entrée dans
la cellule. En effet, le cocktail CPP contenant différents peptides, déclenche plusieurs voies
d’internalisation, ce qui pourrait permettre au cargo d’échapper a la dégradation endosomale.
Néanmoins, le fait de se lier de maniére non-covalente a leur cargo, augmente la probabilité de
le perdre, avant méme qu'’il atteigne sa cible, par rapport a la premiére technique. Par ailleurs,
ceci peut aussi étre un avantage si, lorsque le complexe CPP-cargo est internalis¢, le CPP libere
le cargo, lui permettant ainsi d’atteindre sa cible et d’exercer sa fonction sans encombrement.
De ce fait, nous avons choisi de développer ces deux méthodes, en paralléle, afin de comparer
leurs fonctionnalités, pour en déterminer I'approche la plus appropriée. De plus, les CPP
peuvent aussi induire une certaine toxicité. D’apres 1’étude de Jones et son équipe, le CPP-TAT
présente une efficacité d’internalisation moins élevée que les CPP-polyarginine ou pénétratine.
Cependant, le CPP-TAT semble étre moins toxique que les CPP transportane, polyarginine et
pénétratine (Jones et al., 2005). Ce point est trés important dans I'éventuelle utilisation des
CPP-TAT pour le traitement des patients atteints de NMP.

178



Deuxieme axe d’étude

A. Stratégies expérimentales

1. Constructions utilisées

Les plasmides pEcoli-Cterm 6xHN (référence PT3869-5 de Clontech) et le plasmide pTAT-
HA (référence 35612 de Addgene) ont été utilisés pour cloner les formes tronquées de LNK
(région N-terminale (Nter) ; région N-terminale incluant le domaine PH (NPH) et le domaine
SH2 (SH2) (Figure 34). Le plasmide pEcoli-Cterm 6xHN contient un promoteur T7 qui induit
la  transcription de  I’ADN  aprés  stimulation  par  lisopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). La présence des séquences codant pour les étiquettes histidine
(His) et HA (dérivée de la protéine hémagglutinine) sur ces plasmides, permet a la fois la
purification des protéines produites mais aussi leur immunoprécitation et détection. Dans les
plasmides pEcoli, les résidus histidine (H) sont séparés par des résidus asparagine (N). Cette
étiquette présente plusieurs avantages, comparée a l'étiquette 6xH du plasmide TAT. Elle
posséde une meilleure solubilité et une meilleure exposition de I'étiquette, permettant une
détection plus efficace. Cependant, elle est moins adéquate pour l'internalisation des protéines
puisqu’elle contient 12 acides aminés au lieu de 6 dans le plasmide TAT, ce qui augmente la
taille du complexe CPP-cargo. Le plasmide TAT contient aussi un promoteur T7, permettant
l'auto-induction des protéines en présence de lactose. Ces deux plasmides contiennent

également, le géne de résistance a lampicilline.
2. Production des protéines

Protéines LNK-His

Des bactéries BL21, treés utilisées pour 'expression et la production des protéines, ont été
transformées par les plasmides pEcoli contenant les différents domaines de LNK. Ces bactéries
transformées ont été mis en culture dans 5mL de milieu Lysogeny Broth (LB) contenant
I'antibiotique, sur la nuit a 37°C, avec agitation. Au lendemain matin, la culture a été diluée au
1/100 dans du milieu LB (37°C, avec agitation). Lorsque cette culture a atteint une densité
optique de 0,6 a 600 nm, la production des protéines est induite avec 1 mM d’IPTG durant 1
heure a 37°C avec agitation. La culture est ensuite centrifugée et le culot, lysé avec du tampon
Xtractor contenant des inhibiteurs de protéases, selon le protocole fournit par les laboratoires
Clontech (référence PT3735-1). Les protéines ont ensuite été purifiées a I'aide de leur étiquette
Histidine reconnue par les billes de nickel (Ni-NTA agarose, référence : 30210 de Qiagen) puis
éluées par un tampon d’élution et concentrées (filtres concentrateurs, molecular weight cut off
(MWCO) 10K, Millipore). Les protéines produites sont appelées Nter-His, NPH-His et SH2-
His.

e tampon d’élution: 50 mM sodium phosphate monobasic, 300 mM sodium

chloride, 300 mM imidazole, pH 8
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Protéines INK-TAT

En ce qui concerne la production de ces protéines, des bactéries BL21 ont été transformées
avec les plasmides pTAT contenant les différents domaines de LNK. Ces bactéries transformées
ont ensuite été mises en culture dans 5 ml de milieu Terrific Broth, sur la nuit a 37°C avec
agitation. Au lendemain matin, la culture a été¢ diluée au 1/1000 en rajoutant au milieu de
culture des additifs (composition ci-dessous) durant 5 heures a 37°C avec agitation. Apreés ces 5
heures, la culture est laissée sur la nuit a 25°C a avec agitation, pour l'auto-induction des
protéines. Le lendemain, la culture est centrifugée et lysée par sonication avec un tampon de
lyse. La purification des CPP se fait avec les mémes billes de nickel et sont ensuite éluées et

concentrés (filtres concentrateurs Millipore). Les protéines produites par cette méthode sont

appelées Nter-TAT, NPH-TAT et SH2-TAT.

e Milieu Terrific Broth: pour 1 litre de milieu: 12g tryptophane, 24g glucose
anhydrous, 9,4¢ potassium phosphate monobasic, 2,2g potassium nitrate

e Additifs pour lauto-induction: 50 mM sodium phosphate dibasic, 50 mM
potassium phosphate dibasic, 25mM ammonium sulfate, 2mM magnesium sulfate,
0,5% glycerol, 0,2% Lactose

e Tampon de lyse : 20mM Trizmabase, 400mM NaCl, 10mM Imidazole, 1% Sarkosyl,
1% Triton Tx-100, 2ul/ml DNAse I, inhibiteur de protéases, pH = 7.4

e Tampon d’¢lution : 20mM Trizmabase, 400mM NaCl, 300mM Imidazole, pH = 7,4
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A

| o

Promoteur
T7

HIS _ TAT SOTWS Nter 30,6 kDa
‘ HIS _ TAT SIS  NPH 43 KDa
HIS _ TAT B0V SH2 30 KDa

pTAT-HA

Promoteur
T7

Nter () 257 KDa
‘ NPH ") 381KDa
SH2 SS9 24KDa

Figure 34 : Représentation schématique des plasmides utilisés et des protéines obtenues

A gauche représentation du plasmide ; a droite : protéines obtenues. A) protéines issues du plasmide
pTAT-HA. B) protéines issues du plasmide pEcoli-Cterm 6xHN. Etiquette HA, histidine (HIS) ; peptide
CPP TAT (TAT) ; géne de résistance a 'ampicilline (Amp).
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3. Méthodes expérimentales
a. Western blot et Immunoprécipitation

Les immunoprécipitations ont été réalisées avec les billes d’agarose couplées aux anticorps
anti-His ou anti-Lnk-SH2 (anticorps fait par notre équipe avec un épitope reconnaissant le

domaine SH2 de LNK). Les protéines ont été détectées par les anticorps anti-histidine (clone

HIS-1, H1029), anti-HA (clone HA-7 ; H3663) et anti-Lnk-SH2.
b. Transduction et visualisation des protéines des CPP

Le kit de JenaBioscience possede un peptide controle, déja couplé a un fluorochrome,
appelé Atto488-BSA (Bovine Serum Albumine), que nous avons utilisé pour les premiers tests.
Des cellules COS7 (cellules adhérentes), ont été ensemencées dans des plaques de culture de 24
puits a 2,5.10" cellules par puit, avec du milieu DMEM contenant du sérum et des
antibiotiques, la veille de la transduction. Elles doivent étre au maximum au troisiéme passage,
pour une meilleure transduction par les CPP. Le lendemain, les quantités nécessaires de
cocktail de CPP et de peptide Atto488-BSA ont été chacune diluées dans 20 pl de « phosphate
buffered saline » (PBS), ces tubes ont été mixés et incubés, durant 30 minutes a 37°C, afin de
favoriser la formation des complexes CPP-cargo. Durant ce temps, les cellules, maintenant a
environ 70% de confluence, ont été rincées trois fois avec du PBS. Apres les 30 minutes
d’incubation, nous avons déposé sur les cellules 80 puL de milieu DMEM sans sérum, les
complexes CPP-cargo et 10% de DMSO, 1% de BSA, 50 pg/mL d’Aprotinine et 1mM de o-
phenantroline. Le DMSO permet d’augmenter la perméabilit¢ de la membrane cellulaire, la
BSA permet d’éviter des dégradations enzymatiques et améliore 'efficacité de transduction,
I'aprotinine et o-phenantroline sont des inhibiteurs de protéases. Les cellules sont incubées
durant 1h a 37°C. Puis, nous ajoutons de milieu 200 pL DMEM et 120 uM de chloroquine
(24h a 37°C). La chloroquine permet la déstabilisation des wvésicules crées lors de
I'internalisation des CPP, leur permettant ainsi d’en sortir. Avant visualisation au microscope,
trois lavages au PBS avec de la Glycine pH3 ont été effectués, afin d’éliminer les CPP restés
dans le milieu ou a la surface cellulaire. Ce protocole provient de Jena Bioscience pour le kit
CPP-S01 et a été modifié pour optimiser 'internalisation des CPP, en fonction de la taille des

plaques de culture utilisées et des tests réalisés (Figure 35).
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Stock solution of

3rd passage max cpPP

Disaggregation
0.6 x 108 @ 50-75%
cells confluence

+ CPPin Cargo in buffer
+ 1000 rpm buffer
A /

Aspirate medium, wash 3 times

with cell specific buffer
— * <

Add 200 pl Cargo-CPP-complex ’ Complex formation ‘ Molar ratio
L 30 min, 37°C

Immediately add 400 pl serum free medium (15%
DMSO, 0.5%-1% BSA, Aprotinin, 1mM o-Phenantroline

\

Incubate 1-6 h at 37°C (or 4°C)

v

Add 1.4 ml complete growth medium containing
120 pM Chloroquine

Incubate 24h at 37°C

v

Wash twice (2 ml) with cell specific buffer 3 times with Glycine
buffer pH 3, 0,5% Heparin, twice with cell specific buffer

Cell growth in complete medium @

Figure 35 : Protocole d'internalisation des CPP

Représentation schématique du Protocole de Jena Bioscience pour le kit CPP-SO1. Les étapes écrites ou
encadrées en rouge sont les plus critiques a la réalisation de cette expérience et celles dont les parameétres
changent selon les CPP, cargo et cellules utilisés. D’aprés le site de JenaBioscience.
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B. Résultats préliminaires

1. Production des protéines recombinantes

Nous avons commencé par produire les protéines SH2-His et SH2-TAT. Les protéines ont
été visualisées dans des gels de polyacrylamide colorés au bleu de coomassie, ce qui a permis de
valider la production de nos protéines a la taille attendues et de controler leur pureté (Figure
36). La présence d’'une protéine plus concentrée dans le gel de la protéine SH2-TAT suggere
une production plus importante de celle-ci par rapport a la protéine SH2-His. Cependant, cette
différence de production est possiblement due a la quantité de culture utilisée au départ pour
chaque protéine (20 ml pou SH2-His et 50 ml pour SH2-TAT). Dans les deux cas, la plupart
des protéines sont éluées deés la premiére élution. Néanmoins, notre protocole d’élution des
billes ne permet pas de récupérer la totalité¢ des protéines produites, comme démontré par la
migration d’un échantillon des billes de nickel apres I'élution des protéines (Figure 36, puit
« billes »). Dans le gel de la protéine SH2-His, deux bandes apparaissent et la plus haute est plus
concentrée. Afin de déterminer quelle bande correspond a notre protéine SH2-His, nous avons
analysé cet échantillon par des expériences d’immunoempreinte avec des anticorps anti-Lnk-
SH2, confirmant que cette bande correspond bien a notre protéine SH2-His (Figure 37). La
protéine n’a pas pu étre détecter avec l'anticorps anti-His aprés une réhybribation de la
membrane. En ce qui concerne la protéine SH2-TAT, trois bandes se trouvent au niveau du
poids moléculaire attendu. Seule la bande la plus haute est détectée en western blot lors de
I'’hybridation de la membrane par les anticorps anti-His, anti-HA et anti-SH2 (Figure 38).
Toutefois, nous avons eu plus de mal a détecter la protéine avec I'anticorps anti-His, ceci peut
étre due au masquage de 'épitope ou alors 4 une mauvaise affinité de 'anticorps pour cette

étiquette His.
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Figure 36 : His-SH2 et TAT-SH2, vérification de la production et de 1'élution

A) Les protéines SH2-His et SH2-TAT ont respectivement été produites a partir de 20ml et 50ml de
culture. La ligne billes correspond a un échantillon des billes de nickel aprés I'élution des protéines. B)
Analyse des protéines SH2-His produites par immunoempreinte. C) Analyse des protéines SH2-TAT
produites par immunoempreinte. Hybridation des membranes avec les anticorps anti-Lnk-SH2, anti-His
ou anti-HA. Les quatre premiers éluats (E) des billes de nickel sont représentés. Les fleches indiquent la

protéine produite. Marqueur de poids moléculaire (PM)
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2. Interaction entre JAK2 et les protéines recombinantes

Afin de déterminer si les protéines solubles produites sont fonctionnelles aprés purification,
nous avons examiné leur capacité d’internalisation avec JAK2. Puisque I'interaction LNK/JAK2
par le domaine SH2 de LNK est plus importante, nous avons utilis¢é ce domaine comme
contrdle positif. Pour cela, les cellules COS7 ont été transfectées avec les plasmides JAK2-WT
ou JAK2-V617F et les lysats des cellules transfectées ont été incubés avec 8 pg de protéines SH2-
His ou SH2-TAT pendant 2 h a 4°C avec rotation. Leur capacité d’interaction avec JAK2 a été
évaluée par immunoprécipitation avec des anticorps anti-His et anti-Lnk-SH2 (Figure 39).
Aucune interaction entre SH2-His ou SH2-TAT et les formes de JAK2 n’a été détectée. Ce
résultat peut étre dt & une quantité inadéquate des protéines SH2-His et SH2-TAT solubles,
utilisée dans 'immunoprécipitation ou bien a la présence d’imidazole qui pourrait empécher
I'interaction entre le domaine SH2 de LNK et JAK2. La dialyse des protéines solubles serait
nécessaire afin du changer le tampon en une solution plus neutre et favorable a la co-
immunoprécipitation de LNK/JAK2.

JAK2 (lysat

cellulaire)

HIS TAT m SH2 SH2-TAT Protéines
SH2

ou Ac Anti-his
Ac anti-Lnk-SH2
SH2 His SH2-His

Billes

Figure 37 : Schéma explicatif de l'immunoprécipitation entre JAK2 et les protéines recombinantes

LNK

Représentation schématique des protéines SH2-TAT et SH2-His. Incubation des lysats cellulaire de
COS7 exprimant JAK2-WT ou JAK2-V61TF avec les protéines LNK recombinantes puis

immunoprécipitation avec des anticorps (Ac) anti-histidine (His) ou anti-Lnk-SH2.
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3. Internalisation des protéines recombinantes

L'internalisation des protéines recombinantes par les cellules dépend de plusieurs
parameétres dont le type cellulaire, I'état des cellules, le CPP et le cargo utilisé. Elle dépend aussi
des conditions d’expérimentation telles que la température de la réaction et la concentration
des réactifs. En paralléle des immunoprécipitations, nous avons commencé a faire les mises au
point des expériences d’'immunofluorescence avec le peptide controle Atto488-BSA. Nous
avons testé plusieurs concentrations pour le peptide contréle, plusieurs volumes de réaction et
en ajoutant ou non certains réactifs comme la chloroquine. Nos résultats montrent que
lorsqu’on augmente la concentration en CPP et le volume de réaction, en présence de

chloroquine, ce CPP controdle est capable d’étre internalisé dans les cellules (Figure 40).
C. Conclusion et perspectives

En ajustant la concentration en CPP provenant du cocktail et le volume de réaction, nous
avons pu observer l'internalisation du peptide Atto488-BSA qui a lieu dans 90% des cellules
COS7, validant ainsi cette approche. Ce résultat a également montré que nos premiers tests
d’internalisation de protéines ne semblent pas induire une cytotoxicité sur ces cellules.

Toutefois, la fonctionnalité des protéines que nous avons produites, reste encore a étre évaluée.

En ce qui concerne les protéines Nter-His, NPH-His, Nter-TAT et NPH-TAT, nous avons
réussi a produire ces protéines qu’en faible quantité, ce qui indique que le protocole de
purification pour ces protéines recombinantes doit étre amélioré. Une fois produites en grande
quantité, nous pourrons tester la capacité d’internalisation de ces protéines et ainsi définir la
meilleure approche.
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CPP Atto488BSA

Lumiere blanche Fluorochrome

Lumiere blanche Fluorochrome

Figure 38 : Internalisation du peptide Atto488-BSA avec le cocktail de CPP

Cellules COS7 transduites avec le CPP controle Atto488-BSA (CPP observés en vert). Grossissement
(x10 ou x20)

188



DISCUSSION

189



Discussion

Les protéines adaptatrices jouent un role important dans la régulation du systeme
hématopoiétique en controlant le développement des différents lignages hématopoiétiques qui
en sont issus. Cette régulation se fait par modulation des complexes de signalisation, en
affectant la stabilit¢ ou la fonction des protéines qui les composent et leur adressage
subcellulaire vers leurs cibles spécifiques. A présent, il est clair que le déréglement de
I'expression ou de la fonction des adaptateurs entraine des conséquences pathologiques
importantes. En effet, des altérations de fonctions d’adaptateurs négatifs ont été associées a des
pathologies hématologiques, immunes et malignes. Ceci a été montré par des modeéles animaux
pour certains de ces adaptateurs et l'identification des mutations de ces protéines dans des
pathologies humaines. A titre d’exemple, une déficience en SHP1, chez la souris, conduit a une
hyperprolifération des cellules myéloides et a une inflaimmation chronique (phénotype
« motheaten ») et des mutations de la E3 ligase Cbl ont été trouvées dans les pathologies

myéloprolifératives, telles les NMP et les leucémies myélomonocytaire juvénile.

En ce qui concerne les protéines de la famille LNK, I'invalidation de leurs génes chez la
souris, a mis en évidence le role activateur de SH2-B et APS et/ou inhibiteur des protéines LNK
et APS. De plus, leurs phénotypes murins refletent des caractéristiques cliniques de pathologies
humaines. Ainsi, I'invalidation de SH2-B chez la souris, induit une obésité morbide, retrouvée

chez des patients mutés sur le géne de cette protéine (Doche et al., 2012).

Concernant LNK; les souris Lnk”/- présentent une augmentation des lignages lymphocytaire
B, érythrocytaire et mégacaryocytaire due a une hypersensibilité aux cytokines. En effet, un
défaut de la fonction inhibitrice de LNK est impliqué, chez 'homme, dans le développement de
NMP, mais aussi de LLA-B et de maladies inflammatoires et cardiovasculaires. Toutefois,
I'expression de cette protéine dans des cellules de cancer ovarien, induit une prolifération des

cellules tumorales.

L’ensemble de ces données montre que LNK peut donc avoir une fonction inhibitrice ou
activatrice selon le systéme cellulaire dans lequel il est exprimé et les complexes de signalisation
qu’il régule. De ce fait, 'étude des complexes de signalisation spécifique de LNK et de son
mode de régulation, est centrale pour déterminer le role de 'adaptateur dans des contextes
physiologiques et pathologiques. Ainsi, LNK pourrait potentiellement étre utilisé comme outil

ou cible thérapeutique selon la pathologie considérée.

Par conséquent, les objectifs de mon projet de thése furent d’analyser structurellement et
fonctionnellement, le complexe de signalisation LNK/JAK2 afin de comprendre le mécanisme
d’action de l'adaptateur dans la signalisation JAK/STAT et l'implication de LNK dans le
développement de ces pathologies. Aux vues de nos résultats, le deuxiéme objectif de ma these

fut de développer une stratégie moléculaire afin d’utiliser LNK comme un inhibiteur spécifique

de JAK2-V617F, chez les patients atteints de NMP.
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I. Caractérisation structurale et fonctionnelle de LNK dans

des contextes physiologiques et pathologiques

A. Caractérisation structurale de 'interaction LNK/JAK2

Dans ce contexte, 'un des principaux partenaires de LNK est la kinase JAKZ2. Des
mutations de ces deux protéines ont été identifiées chez les patients atteints de NMP, mais aussi
de LLA-B. Ceci suggere I'implication du complexe LNK/JAK2 dans le développement de ces

hémopathies.

Des travaux réalisés par notre laboratoire et d’autres groupes ont confirmé que l'interaction
entre LNK et JAK2 se fait majoritairement entre le domaine SH2 de LNK et, les résidus Y613
et Y813 phosphorylés des formes WT et mutée de JAK2 (JAK2-V617F). Ces résultats ont donc
montré que la mutation VO17F n’altére pas I'interaction entre ces résidus phosphorylés de la
kinase et le domaine SH2 de LNK. Cependant, la présence de la mutation JAK2-V617F nous a
surtout permis de mettre en évidence l'existence d’'un nouveau site de liaison entre JAK2 et
LNK qui se fait indépendamment du domaine SH2 de LNK. L’analyse de cette interaction a
montré que la région N-terminale de LNK est capable de s’associer avec JAK2 sauvage et
notamment avec la kinase non-phosphorylée. Toutefois, cette interaction est renforcée et
stabilisée par la présence du domaine PH, probablement en facilitant la localisation
membranaire de cette région. En effet, nos études sur l'interaction entre les formes tronquées
de LNK et une forme inactive de JAK2, ont démontré que la région N-terminale sans ou avec le

domaine PH (région NPH) de I'adaptateur s’associe avec la forme non-phosphorylée de JAKZ.

Néanmoins, cette région NPH se lie préférentiellement a la kinase JAK2-V617F par rapport
a JAK2-WT. Par ailleurs, nous avons observé que LNK-NPH interagit également avec la forme
JAK2-K539L (mutation exon 12), retrouvée dans les NMP, avec la méme intensité que JAK2-
V617F. De plus, LNK-NPH se lie aussi a la forme JAK2-R683G (mutation exon 16), retrouvée
notamment dans la LLA-B, de maniére similaire qu’a JAK2-WT. Ces données indiquent que
LNK régule ces formes de JAK2 différemment, ce qui laisse envisager son utilisation pour cibler
spécifiquement certaines formes mutées de JAK2. Ce point sera expliqué plus en détail au cours

de cette discussion.

De ce fait, I'ensemble de ces données nous ont permis de mettre en évidence pour la
premiére fois, la fonction inhibitrice de la région NPH de LNK sur I'activité¢ de JAK2. Ceci
suggere que cette région de LNK intervient dans le maintien la kinase a I'état inactif, en
I'absence de la stimulation des récepteurs par cytokine. De maniére intéressante, un mécanisme
similaire de fonctionnement a été montré pour les autres protéines de la famille LNK, SH2-B et
APS. Ces adaptateurs se lient également au résidu Y813 phosphorylé de JAK2 activée, via leur
domaine SH2, mais aussi a JAK2 non-phosphorylée, indépendamment du domaine SH2. Cette
deuxieme interaction avec JAKZ2 se fait via leur région N-terminale incluant le domaine PH et la

séquence entre leurs domaines PH et SH2, permettant de maintenir JAK2 a I'état inactif, en
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I'absence de cytokine (Kurzer et al., 2006 ; Rui et al., 2000). Ces données insinuent que la
fonction régulatrice de la région N-terminale de ces adaptateurs est une caractéristique

commune de cette famille.

Afin d’analyser 'interaction LNK/JAK2, au niveau de la kinase, nous avons développé une
collaboration avec l'équipe du Dr. Silvennoinen spécialisée dans I'étude structurale et
fonctionnelle de JAK2. Notre analyse préliminaire de l'interaction des différentes formes
tronquées de JAK2 avec la région NPH de LNK, montre que LNKNPH se lie
préférentiellement aux domaines JH1 et FERM-SH2-like de JAK2 et avec une plus faible
intensit¢ au domaine JH2. D’aprés ces données et le modele d’inhibition de JAK2 en cis
proposé par I'équipe du Dr. Silvennoinen (Chapitre II, Figure 6), on peut envisager que le
rapprochement entre le domaine JH1 et la région FERM-SH2-L de JAK2, facilite 'association
de la région régulatrice NPH avec ces domaines, ce qui empécherait 'activation de la kinase en

renforcant l'interaction auto-inhibitrice JH1-JH2 (Figure 39).

La protéine régulatrice SOCS3 inhibe également l'activation de JAK2, par un mécanisme
similaire. En effet, I'équipe de Varghese a montré que SOCS3 inhibe I'activation de JAK2, dans
un modele en trans, en se liant au domaine JH1 de la kinase et 4 un monomeére du récepteur
EPOR opposé a cette molécule de JAK2. Ainsi, cet adaptateur permet la stabilisation de
'interaction auto-inhibitrice JH1-JH2 entre les deux molécules de JAK2 (Varghese et al., 2014).
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Figure 39 : Domaines de LNK et JAK2 impliqués dans leur interaction

LNK-NPH se lie 4 la membrane via son domaine PH et via la région N-terminale a la région FERM

(F)/SH2-L (S) et plus faiblement avec le domaine JH2. Les intensités de ces liaisons sont représentées par
'épaisseur des fleches rouges.
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B. Implication fonctionnelle de 'interaction LNK/JAK2

Comme décrit auparavant, nos études structurales suggerent I'implication de la région NPH
de LNK dans la régulation de JAK2. Dans ce contexte, il est important de remarquer que les
mutations de LNK identifiées chez les patients atteints de NPM, se trouvent essentiellement
dans cette région NPH. Ceci suggere l'implication de la région LNK-NPH dans le
développement de ces pathologies. Afin de confirmer notre hypothése, nous avons choisi
d’étudier principalement deux mutations représentatives de cette région, la mutation LNK-
G152R que nous avons identifiée dans la région N-terminale de 'adaptateur et la mutation
LNK-E208Q, située dans le domaine PH de LNK. Notre analyse structurale de ces deux
protéines mutées a montré qu’elles sont capables d’interagir avec les formes sauvage et mutée de
JAK2 et d’étre phosphorylées par ces kinases. Cependant, LNK-G152R semble se lie de maniéere
plus importante a JAK2 que LNK-E208Q), dont I'interaction avec la kinase est équivalente a
celle de LNK-WT. Ces résultats suggerent donc une facon de réguler JAK2 différente entre ces

deux mutations.

De ce fait, nous avons ensuite réalis¢ des études fonctionnelles sur les mutations LNK-
G152R (LNK-GR) et LNK-E208Q (LNK-EQ) afin d’examiner leur role dans la pathogénese des
NMP. Nos essaies de prolifération en colonie a partir de cellules dérivées de souris Lnk/-
exprimant les mutations LNK-GR et EQ, ont montré que LNK-EQ abolit I'inhibition de la
prolifération des progéniteurs mégacaryocytes, tandis que LNK-GR a un effet modéré sur
I'inhibition de ces cellules. Cependant, la plupart des mutations de LNK sont retrouvées a I’état
hétérozygote chez les patients NMP, nous avons donc analysé l'effet de ces mémes mutations de
LNK dans un contexte génétique hétérozygote en utilisant des cellules dérivées de souris Lnk™".
Dans ce contexte, LNK-EQ abolit de nouveau, la prolifération cellulaire, contrairement a LNK-
GR qui se comporte comme une protéine WT. Ces résultats ont montré un effet dominant
négatif de la mutation LNK-E208Q), ce qui confirme I'importance du domaine PH dans la

fonction inhibitrice de I'adaptateur. Nos précédents travaux ont aussi notifié I'importance du

domaine PH, lors de I'inhibition de JAK2 via le domaine SH2 de LNK.

Par ailleurs, la région N-terminale comprend le domaine de dimérisation, jouant un role
important dans la fonction régulatrice de SH2B et APS. Dans cette optique, nos résultats ont
également mis en évidence que la région N-terminale de LNK-WT est capable de

s’homodimériser par son domaine de dimérisation, et que cette fonction n’est pas altérée par la

présence des mutations G152R ou E208Q.

D’autre part, les mutations de LNK ne sont pas exclusives chez les patients atteints de NMP.
Elles peuvent survenir chez des patients positifs pour JAK2-V617F. Dans ce contexte, nos essais
de prolifération sur des cellules érythroblastiques exprimant JAK2-V617F (lignée HEL), ont
montré que LNK-E208Q ne parvient plus a exercer sa fonction inhibitrice (Koren-Michowitz et
al., 2013) (Jungalee, A et al, manuscrit en préparation), tandis que LNK-G152R a un effet

inhibiteur modéré.
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Sachant que la plupart des patients NMP ayant la mutation E208Q sont hétérozygotes, il est
possible d’envisager qu’en présence de la forme oncogénique JAK2-V617F, la protéine LNK-EQ

synergie alors avec JAKZ mutée, favorisant ainsi la prolifération anormale des cellules.
C. Role des mutations de LNK sur sa fonction régulatrice

Un des aspects plus intéressants dans I'étude de LNK est I'identification de mutations de
cet adaptateur chez les patients atteints de trois hémopathies chroniques différentes, affectant
des lignées hématopoiétiques distinctes. La plupart des mutations rapportées a ce jour, ont été
identifiées dans les NMP ou elles affectent principalement le lignage mégacaryocytaire. Dans ces
pathologies, ces mutations peuvent ellesmémes étre a l'origine du phénotype NMP ou en
synergie avec d’autres mutations et aboutir a une transformation leucémique (phénotype LMA).
D’autre part, un grand pourcentage des mutations de LNK ont également été identifiées chez
les patients atteints d’érythrocytose idopathique (EI), capables d’affecter a elles seules, les
cellules érythroides. Dans ce contexte, il est surprenant que la méme mutation E208Q) affecte
deux pathologies différentes, les NMP et I'El, une situation similaire a JAK2-V617F (impliquée
dans trois pathologies différentes). Quant aux mutations de LNK identifiées chez les patients

LLA-B, elles affectent notamment les précurseurs B, seules ou en présence d’autres mutations.

Les premieres mutations de LNK ont été localisées principalement sur 'exon 2 codant pour
le domaine PH de LNK. D’autres mutations ont été ensuite rapportées au niveau des autres
domaines et régions de la protéine adaptatrice. Il est donc possible d’envisager que la position
des mutations de LNK puisse donner des indications sur leurs effets et leurs conséquences

pathologiques.

Les mutations de LNK situées dans la région N-terminale ont été retrouvées chez les
patients TE et EI négatifs pour les mutations de JAKZ2. N’étant pas retrouvées chez les patients
post-NMP ou LMA, elles ne semblent pas étre impliquées dans la transformation leucémique de
ces pathologies. De plus, ceci souligne 'importance de cette région dans la régulation des voies
de signalisation stimulées par la TPO et I'EPO, respectivement dans les cellules

’ . ’ . b . ’ . . ’ .
mégacaryocytaires et érythrocytaires, comme |'ont confirmé nos essais de prolifération.

En ce qui concerne les mutations du domaine PH de LNK, elles sont les plus fréquentes,
notamment chez les patients EI. Ces mutations peuvent entrainer une myélofibrose ou encore
une LMA, en coopération ou non, avec d’autres mutations. D’aprés nos analyses structurales
sur LNK-E208Q), la perte de la fonction inhibitrice de ce mutant est probablement due a un
défaut de localisation a la membrane plasmique du mutant LNK-E208Q (Figure 41). En effet,
notre modélisation du domaine PH de LNK comportant la mutation E208QQ montre que ce
résidu est situé¢ dans le motif de liaison aux phosphoinositides de la membrane plasmique. Ces
données pourraient en partie expliquer le phénotype des patients atteints de NMP ayant la
mutation LNK-E208Q. En théorie, les autres mutations de ce domaine se trouvant a proximité

de LNK-E208Q), pourraient déstabiliser 'interaction entre 'adaptateur et les phosphoinositides
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de la membrane et ainsi, affecter la fonction inhibitrice de la protéine par une localisation

inappropriée.

Quant aux mutations du domaine SH2 et de la région C-terminale de LNK, elles sont peu
nombreuses et retrouvées chez des patients atteints de NPM positifs pour JAK2-V617F, mais
également postNMP. Ici, on retrouve aussi la plupart des délétions et insertions identifiées
dans les NMP négatives pour JAK2-V617F. Ceci pourrait étre expliqué par leur caracteére

délétere, générant des protéines instables et rapidement éliminées.

Dans le cas des patients LLA-B, la mutation de leur géne LNK, entraine une perte
d’expression de la protéine, causée par un décalage du cadre de lecture. Ceci qui pourrait étre a

'origine du phénotype LLA.

Cependant, pour la plupart de patients ayant des mutations de LNK, seul Iétat mutationnel
par rapport a JAK2 est connu. Il serait donc intéressant de savoir si les patients ayant des
mutations de LNK présentent également des mutations dans MPL ou CALR et analyser leurs

implications pathologiques.
D. Modele d’inhibition de LNK

Ainsi, 'ensemble de nos données ont indiqué que le domaine PH, en synergie avec la
région N-terminale de LNK, participe au maintien de JAK2 inactif a I’état basal et en synergie
avec le domaine SH2 de LNK, contribue a 'inhibition de 'activation de la kinase. Toutefois, le
mécanisme par lequel LNK régule JAKZ, dans un contexte physiologique et la maniére dont les

mutations altérent la fonction inhibitrice de LNK, n’est pas clairement identifiée.

1. Modéle d’action de LNK -WT

De ce fait, mes résultats permettre de proposer un modele d’inhibition de LNK dans un
contexte physiologique. En prenant comme modeéle la voie de signalisation de la TPO, nous
proposons que la région NPH de LNK se lie a chaque molécule de JAK2 a I'état basal, afin de
maintenir la kinase a P'état inactif. Ceci facilite 'homodimérissation des deux molécules de
LNK via leur domaine de dimérisation, tout en étant lié aux régions JH1 de JAK2. La présence
de LNK-NPH renforcerait d’une part I'inhibition intra-JAK2 via JH1-JH2 et d’autre part, elle
préviendrait P'activation inappropriée de la kinase (Figure 40A). Lors de la stimulation du
récepteur MPL, JAK2 va induire son autophosphorylation et la phosphorylation de LNK. Ceci
meénera a la phosphorylation des résidus sérine de la région N-terminale de LNK par les
protéines GSK3 et PKA, permettant sa liaison avec 14.3.3. Cette interaction va ensuite, abolir
I'interaction entre LNK et JAK2 par séquestration de LNK dans le cytoplasme, permettant ainsi
la transduction du signal (Figure 40B). Par un mécanisme indéterminé a notre connaissance,
14.3.3 va libérer LNK et permettre cette fois-ci I'interaction via le domaine SH2 de LNK et les
résidus Y613/813 phosphorylés de JAK2 afin d’inhiber la transduction du signal. Dans ce
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modele, LNK peut ainsi bloquer directement l'activation de JAK2 ou en masquer les sites

d’interaction pour d’autres protéines.

Cependant, on peut également envisager 'action inhibitrice indirecte de LNK par son
interaction avec une autre protéine modulatrice, tel que Cbl, ce qui ménerait a la dégradation
du récepteur ou des protéines de signalisation en aval. En effet, nous avons montré dans des
cellules B que LNK est capable d’interagir avec Cbl (Dondi et collaborateurs, manuscrit en
préparation), ce qui pourrait théoriquement faciliter I'inhibition du signal via la dégradation du
complexe de signalisation par la E3 ligase. En effet, un mécanisme similaire a été démontré
lorsque Cbl interagit avec APS lié au récepteur a l'insuline, cela permet la dégradation du
récepteur (Kishi et al., 2007). Dans ce cas, APS joue seulement un réle d’adaptateur pour Cbl,
ce qui pourrait aussi étre le cas de LNK. Dans les deux cas, la liaison entre I'adaptateur (LNK
ou APS) et Cbl conduit a 'inhibition de la transduction du signal (Figure 40C).
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Figure 40 : Mod¢le d'inhibition de LNK WT dans la voie TPO

A) A Détat basal, les molécules de LNK (représenté par ses trois domaines, incluant le domaine de
dimérisation (DD) ; protéine en dégradé marron) se lie 2 chaque JAK2 (FERM (F) ; SH2-like (S) ; JH2 et
JH1 ; protéine en dégradé vert) et sshomodimérise via leur domaine de dimérisation. B) Lors de la
stimulation du récepteur par la TPO, les kinases JAK2 s’autophosphorylent, entrainant la
phosphorylation du récepteur et des molécules en aval dont LNK ; résidus tyrosine (P) et sérine (pS)
phosphorylés (1). Ceci permet I'interaction de LNK avec 14.3.3, qui abolit I'interaction entre LNK et
JAK2, permettant ainsi la transduction du signal (2). C) Puis 14.3.3 libére LNK qui va se fixer via son
domaine SH2 a JAK2 afin d’inhiber la transduction du signal (1). L’inhibition de cette signalisation
peut se faire également par la fixation de Cbl (2).
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2. Modéle d’action des mutations de LNK

Les patients atteints de NMP étant hétérozygotes pour les mutations de LNK, nous avons
représenté sur nos modeles une protéine LNK-WT et une protéine mutée, lies aux kinases
JAK2-WT. Comme expliqué précédemment, la perte de la fonction inhibitrice de LNK-E208Q
est probablement due a un défaut de localisation a la membrane plasmique de cette protéine.
En effet, notre étude sur la localisation cellulaire des protéines mutées montre que LNK-E208Q
est plus localisée dans le cytoplasme qu’a la membrane plasmique, alors que LNK-G152R
semble étre plus présente a la membrane. Ainsi, nous avons imaginé un modéle ou une
protéine LNK-E208Q dimérise avec une protéine LNK-WT. Cette dimérisation pourrait étre
altérée par la quantité de la protéine mutée présente au sein du complexe de signalisation, ce
qui empécherait I'inhibition de JAK2 a D'état basal (Figure 41A). Lorsque le récepteur est
stimulé par son ligand permettant I'activation de JAK2 et la phosphorylation de LNK, ce
dernier se lie a JAK2 via son domaine SH2. Cependant, une mauvaise conformation ou
localisation de la protéine dans de le complexe du fait de la mutation EQ), abolit la fonction
inhibitrice de 'adaptateur. La mutation de LNK pourrait aussi rendre plus forte son interaction

avec la protéine 14.3.3, entrainant une rétention de LNK dans le cytoplasme (Figure 41B-C).

Quant au mutant LNK-G152R, la localisation de cette mutation dans la région N-terminale
de l'adaptateur semble étre a I'origine d’une interaction plus importante avec JAK2-V617F et
entrainer une phosphorylation plus importante de I'adaptateur. Néanmoins, elle pourrait
altérer la dimérisation des deux protéines de LNK| ayant comme conséquence, une diminution
de I'inhibition de JAK2 a I'état basal (Figure 42A). D’autre part, comme mentionné auparavant,
la protéine 14.3.3 participe a la régulation de la voie de signalisation induite par la TPO en
s’associant aux résidus serine phosphorylés S129 chez la souris (S150 chez ’homme) dans la
région N-terminale de LNK. La mutation G152R étant proche de cette sérine, elle pourrait
provoquer un changement de conformation de la protéine, ainsi permettre une interaction plus
importante avec 14.3.3. Le résultat serait 'activation de la kinase a I'état basal mais aussi apres
stimulation du récepteur. De plus, ce mutant étant phosphorylé de maniére plus importante

par JAK2-V617F, il pourrait étre plus facilement ciblé par d’autre protéine de régulation telle
que Cbl (Figure 42 B-C).
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Figure 41 : Mod¢le d'action de LNK-E2080Q)

A) A létat basal, les molécules de LNK (molécule en dégradé marron ; I'étoile jaune représente la
mutation LNK-E208Q)) se lie a chaque JAK2 (FERM (F) ; SH2-like (S) ; JH2 et JH1 ; protéine en dégradé
vert) et s’Thomodimérise via leur domaine de dimérisation (DD). B) Lors de la stimulation du récepteur
par une cytokine, les kinases JAK2 s’autophosphorylent, entrainant la phosphorylation du récepteur et
des molécules en aval dont LNK ; résidus tyrosine (P) et sérine (pS) phosphorylés (1). Ceci permet
I'interaction de LNK avec 14.3.3, qui abolit I'interaction entre LNK et JAK2 (2). C) Puis 14.3.3 libere
LNK qui va se fixer via son domaine SH2 a JAK2 (1). La fixation de Cbl a LNK pourrait induire la
dégradation de protéine de signalisation ou LNK lui-méme (2).

200



Discussion

Récepteur

Figure 42 : Mod¢le d’action de LNK-G152R

A) A létat basal, les molécules de LNK (molécule en dégradé marron ; I'étoile jaune représente la
mutation LNK-G152R) se lie a chaque JAK2 (FERM (F) ; SH2-like (S) ; JH2 et JH1 ; protéine en dégradé
vert) et s’Thomodimérise via leur domaine de dimérisation (DD). B) Lors de la stimulation du récepteur
par une cytokine, les kinases JAK2 s’autophosphorylent, entrainant la phosphorylation du récepteur et
des molécules en aval dont LNK ; résidus tyrosine (P) et sérine (pS) phosphorylés (1). Ceci permet
I'interaction de LNK avec 14.3.3, qui abolit I'interaction entre LNK et JAK2 (2). C) Puis 14.3.3 libere
LNK qui va se fixer via son domaine SH2 a JAK2 (1). La fixation de Cbl a LNK pourrait induire la
dégradation de protéine de signalisation ou LNK lui-méme (2).
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II. Utilisation de LNK comme outil thérapeutique

Dans nos précédents travaux, nous avons observé que le niveau d’expression élevé de LNK
corréle avec un seuil d’activation faible de JAK2-V617F chez les patients NMP comparé a sa
forme sauvage, JAK2-WT. Toutefois, LNK semble incapable d’inhiber la prolifération des
cellules de patients contrairement aux résultats que nous avons obtenus avec nos lignées
cellulaires ou cellules primaires de souris. Ceci pourrait étre expliqué par le niveau d’expression
de ces deux protéines chez les patients par rapport a nos cellules expérimentales. Ainsi, le taux

d’expression de I'adaptateur dans les cellules détermine le degré d’inhibition de JAK2V617F.

Comme décrit dans le chapitre 5, les inhibiteurs de JAK de type 1 entraineraient des
résistances a long terme. Ceci expliquerait le développement des inhibiteurs de type II, dont le
role est de stabiliser la forme inactive de JAK2. Ce qui pourrait s’avérer plus effectif dans
I'amélioration de la qualité de vie des patients atteints de NMP. Dans ce sens, nos résultats sur
la région NPH de LNK indiquent qu’elle régule négativement JAK2, a I'état basal. Cette
caractéristique inhibitrice de LNK-NPH pourrait donc étre exploitée pour bloquer JAK2 dans

sa conformation inactive comme les inhibiteurs du type II.

De plus, la région NPH de LNK se lie de maniére plus importante a JAK2-V617F qu’a
JAK2-WT. Sur la base du modele de I'équipe de Silvennoinen, il est possible que la
conformation modifiée de JAK2-V617F soit plus favorable a 'interaction avec la région NPH,
car JAK2-V617F présente une conformation partielle, libérant JH1 de son interaction avec JH1.
La région NPH de LNK se liant préférentiellement a JH1, cette conformation protéique
favoriserait leur interaction. Ces données suggerent que la région NPH de LNK pourrait étre

utilis¢ comme inhibiteur spécifique de JAK2-V617F, dans le méme but que les inhibiteurs de
type 1l de JAK.

De ce fait, notre deuxiéme axe de recherche fut consacré au développement d’une stratégie

moléculaire afin d’utiliser la fonction négative de la région NPH de LNK pour cibler de

maniere spécifique JAK2-V617F.

Nous avons donc choisi de créer des peptides pénétrants capables de transporter la région
régulatrice NPH de LNK dans les cellules hématopoiétiques. A notre connaissance, une seule
étude a été réalisée en utilisant le CPP polyarginine couplé a la protéine entiere de LNK pour
inhiber la prolifération de cellules. Ainsi, I'équipe de Looi a montré que ce CPP-LNK possede
la capacit¢ d’inhiber la prolifération de cellules mégacaryoblastiques (Looi et al., 2011),
cependant, aucun test de cytotoxicité n’a été réalisé. Dans cette méme étude, la forme entiére
de LNK est introduite dans les cellules, or I'utilisation d’un peptide pénétrant long entraine un
risque de cytotoxicité élevée. De plus, le choix d’utiliser un CPP poly-arginine plutdét qu'un
CPP-TAT, est expliqué par sa capacité d’internalisation plus élevée. Toutefois, I'évaluation de la
cytotoxicité de ces peptides, 2 une méme concentration, montre que les CPP-TAT sont moins

toxiques que les CPP-poly-arginine (Jones et al., 2005).
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Puisque l'objectif a long terme de notre approche est de traiter des patients atteints de
NMP, la toxicité de cette méthode doit étre trés faible. Ainsi, l'utilisation de la région NPH
seule et des CPP-TAT pour le développement de ces approches semble étre idéale. L’avantage
d’utiliser les CPP-TAT est, qu'ils sont liés de maniére covalente a son cargo. De ce fait, la
probabilité¢ de perdre notre protéine NPH avant qu’elle atteigne sa cible (JAK2) serait réduite.
Par contre, cet avantage peut étre aussi un inconvénient. Le CPP-TAT étant fusionné au cargo,
il pourrait par sa présence, empécher le cargo de se lier a sa cible. Nous avons donc choisi de
développer une deuxiéme approche qui consiste a lier de maniére non-covalente, notre région
d’intérét a un cocktail de CPP commercial. L'un des avantages de cette méthode est que lorsque
le cargo est mis en présence du cocktail, il peut se lier a plusieurs CPP. Ceci augmenterait la
compatibilité¢ avec plusieurs types cellulaires, mais aussi permettrait 1'utilisation de différentes
voies d’internalisation, donc la probabilit¢ d’étre dégradé serait plus faible. En revanche,
plusieurs parametres doivent étre pris en considération afin d’utiliser cette approche, d’autant
plus qu’elle n’est pas spécifique a un type cellulaire. La comparaison de ces deux approches est
nécessaire afin d’évaluer le CPP qui est le moins toxique avec la meilleure capacité

d’internalisation et le plus efficace concernant la délivrance du cargo.

L’utilisation de la région NPH dans cette approche, plutdt que la région N-terminale seule
diminuerait la toxicité qui est un choix technique stratégique. En effet, I'interaction entre la
région N-terminale de LNK est JAK2 est renforcée et stabilisée par la présence du domaine PH
et ceci est due a la spécificité¢ d’interaction du domaine PH aux phosphoinositides de la
membrane plasmique. De ce fait, le CPP-NPH peut, grice au domaine PH, étre localisé¢ au
complexe de signalisation ou se trouve JAK2. Une fois la région NPH de LNK serait proche de
la kinase, elle pourrait se lier 4 JH1 et FERM-SH2-L, réussir a changer la conformation de la

kinase VF et ainsi maintenir la kinase dans une conformation inactive (Figure 43).

Cependant, le probléeme principal de 'utilisation des CPP repose sur leur non spécificité a
un type cellulaire. Il faut donc développer un CPP spécifique aux HSC puisque les NMP sont
des pathologies clonales des HSC

Les progéniteurs hématopoiétiques présentent a leur surface la glycoprotéine CD34 qu'ils
perdent au cours de leur différenciation. Cet antigéne est impliqué dans la localisation et
I'adhérence des progéniteurs dans la moelle osseuse. De ce fait, le développement d’une
stratégie permettant de fusionner au CPP une séquence de domiciliation dérivée du CD34

serait une éventuelle solution afin de traiter les progéniteurs hématopoiétiques exprimant

JAK2-V617F.
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Récepteur

Récepteur

Figure 43 : Mod¢le d'action d'un CPP-LNK-NPH

A) Conformation de JAK2-V617F, ou JH1 n’est pas li¢ a JH2 d’apres Silvennoinen (mutation :
étoile jaune). B) les domaines NPH de LNK se lie aux domaines JH1 et la liaison FERM-SH2-L

de JAK2. Puis les régions NPH s’homodimérise, permettant ainsi le rapprochement entre JH1

et JH2.
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III. Perspectives

Pour les patients NMP ayant notamment une dérégulation des lignées myé¢loides, il est
important de comprendre les voies de signalisation impliquées dans la régulation de ces cellules

afin de trouver un traitement adéquat.

Nos connaissances actuelles sur le role de la famille LNK dans la régulation des voies de
signalisation de la TPO et de 'EPO montrent la spécificité et la redondance fonctionnelle des
adaptateurs de cette famille. En ce qui concerne les voies de signalisation stimulées par la TPO,
LNK est le seul membre de cette famille a étre impliqué dans cette voie, ou elle régule
négativement les voies JAK/STAT, Ras/MAPK et PI3K/AKT en se liant a la kinase JAK2 mais
également au récepteur MPL. Ceci suggeére la capacité de LNK a exercer sa fonction inhibitrice
en ciblant différentes molécules du complexe de signalisation, de la méme maniére que les
adaptateurs de la famille SOCS. En revanche, les voies de signalisation stimulées par 'EPO
peuvent, quant 2 elles, étre régulées par les trois membres de la famille LNK. Dans ce contexte,
LNK et APS se lient a JAK2 afin d’inhiber les voies de signalisation en aval, tandis que SH2-B
les inhibe en se liant directement au récepteur a 'EPO. Cependant, a ce jour, il n'y a pas
d’évidences in vivo montrant la capacité des autres deux membres de la famille a réguler la

signalisation EPO , comme montré pour LNK.

Notre étude, sur I'interaction LNK/JAK2 et sur les mutations de LNK dans les NMP, ont
permis de mieux comprendre le mécanisme de régulation de LNK sur JAK2. En effet, la région
NPH de LNK a une fonction inhibitrice, exploitable dans le développement de traitements
pour les patients atteints de NMP positifs pour JAK2-V617F. Cet adaptateur pourrait aussi étre
une cible thérapeutique dans le traitement de d’autres pathologies, telles que les LLA-B, les

maladies inflammatoires et cardiaques dans lesquelles des mutations de LNK sont impliquées.

D’autre part, il est clair que la fonction de LNK dépend donc du type cellulaire dans lequel
il est exprimé. Ainsi, dans les cancers solides, comme le cancer ovarien, LNK joue un réle
important en tant qu’activateur des voies de signalisation. Dans ce contexte pathologique, il
serait plus intéressant de cibler LNK afin d’inhiber son expression et ainsi que la prolifération

de cellules tumorales.

Nos données ont aussi apporté des connaissances sur les effets des mutations de LNK dans
le développement des NMP. D’aprés nos résultats, les effets de ces mutations agissent en
synergie avec ceux de JAK2-V617F et stirement avec d’autres mutations dans ces pathologies, ce
qui souligne son importance dans ces maladies. Cela nous a permis de mieux comprendre le
mécanisme d’action de ces mutants et d’émettre des hypothéses sur le mécanisme d’action des

autres mutations présentent dans 'adaptateur LNK.

Ainsi, grace a nos approches, a la fois fondamentale et appliquée, 'ensemble de mes travaux

permet d’envisager le développement d’une stratégie moléculaire utilisant la région régulatrice

NPH de LNK afin d’inhiber la prolifération de cellules de patients dépendante de JAK2-V617F,
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dans les NMP, et éventuellement dans d’autres hémopathies positives pour JAKZ mutée, telles

les LLA-B.
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Implication physiopathologique de I'adaptateur LNK : mécanismes d’action et perspectives
thérapeutiques dans les Néoplasmes Myéloprolifératifs

L’adaptateur LNK est un régulateur négatif des voies de signalisation, dont la voie JAK/STAT,
essentielle au développement du systéme hématopoiétique. Son implication dans les hémopathies
chroniques, notamment les Néoplasmes Myéloprolifératifs (NMP), a été mise en évidence par
I'analyse de souris invalidées pour cet adaptateur et 'identification de mutations de LNK chez les
patients atteints de ces pathologies. Toutefois, le mécanisme permettant la régulation de ses
partenaires, dont la kinase JAK2, et 'implication fonctionnelle des mutations de LNK dans les NMP,
restent a définir. Ainsi, mon projet de thése a porté sur I'analyse structurale et fonctionnelle des
complexes de signalisation LNK/JAK2 et sur le développement d’une stratégie moléculaire pour
l'utilisation thérapeutique de LNK dans les NMP. Nos résultats ont montré pour la premiére fois, la
fonction inhibitrice de la région N-terminale incluant le domaine d’homologie a la Pleckstrine de
LNK sur JAK2 normale et de maniére plus importante, sur la forme mutée JAK2-V617F, retrouvée
chez les patients atteints de NMP. De plus, nos études sur les mutations de LNK localisées dans cette
région régulatrice, ont permis de comprendre leur contribution dans le développement de ces
hémopathies et de proposer un mécanisme d’inhibition de l'activation de JAK2 par LNK. Nos
résultats permettent d’utiliser le ciblage de la région N-terminale de LNK comme stratégie moléculaire
inhibant spécifiquement la forme oncogénique JAK2-V617F a l'aide de peptides pénétrants (CPP). A
long terme, cette approche pourrait étre utilisée comme outil thérapeutique dans le traitement de

patients atteints de NMP positifs pour JAK2-V617F.

Physiopathological implication of LNK adaptor: mechanisms of action and therapeutic
applications in myeloproliferative neoplasms

The LNK adaptor protein is a key negative regulator of signalling pathways, such as JAK/STAT,
important in the development of the hematopoietic system. Its implication in chronic blood diseases,
such as Myeloproliferative Neoplasms (MPN) has been confirmed by studies on Lnk-deficient mice, as
well as the identification of LNK mutations in MPN patients. However, the LNK mechanism of
regulation on its partners and the functional implication of LNK mutations in MPN pathogenesis, are
still unclear. Therefore, my PhD project covers the structural and functional analysis of the
LNK/JAK2 signalling complex and the development of a molecular strategy to use LNK as a
therapeutic tool for the treatment of MPN patients. Our study showed, for the first time, the
inhibitory function of the N-terminal region and the pleckstrin homology domain of LNK on JAK2
activity, which occurs more importantly on JAK-V617F than JAK2 wild type form. Moreover, our
study provided evidence on how LNK mutations located in this LNK region could contribute to these
haematological diseases and has allowed us to propose a model for LNK regulatory function on JAK2
activity. Furthermore, we developed a cell penetrating peptide-based strategy to deliver this regulatory
region of LNK in hematopoietic cells to specifically inhibit JAK2-V617F oncogenic form. The final
aim is to use this region as a therapeutic molecule to treat JAK2-V617F-positive MPN patients.

Mots clés : Protéine adaptatrice, LNK| Inhibiteur de signalisation, Voie de signalisation
JAK/STAT, Néoplasmes Myéloprolifératifs, Thérapie ciblée
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