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Réle des tyrosine protéine
kinases dans ['activation
des lymphocytes T

Lenzyme p56' est une tyrosine kinase spécifique des lympho-
cytes T. Localisée a la face interne de la membrane plasmique
a laquelle elle est probablement reliée par une molécule d’acide
myristique, elle comporte plusieurs sites de phosphorylation sur
des tyrosines et des sérines qui jouent des roles d’activation ou
d’inhibition de son activité enzymatique. L’enzyme activée par
mutation d’un site inhibiteur devient oncogénique. La p56'c
semble physiquement liée a 1a molécule CD4 des lymphocytes T
et son état de phosphorylation ainsi que son activité changent
rapidement lors de I’activation lymphocytaire. Quoiqu’on n’en
connaisse pas encore les substrats naturels, cette enzyme pourrait
intervenir dans la transduction du signal d’activation des lym-

phocytes stimulés par interaction avec leur cible.

es protéine kinases jouent

un role fondamental dans

les processus de régula-

tion des cellules, en parti-

culier dans les processus
de prolifération cellulaires; ces
enzymes sont a la fois rapidement
activables et peuvent étre finement
modulées, le plus souvent par phos-
phorylation, fournissant a la cellule
de précieux outils pour son adapta-
bilité. Dans I'activation des lympho-
cytes, processus par lequel une sous-
population de lymphocytes prolifére
apres action d’un stimulus spécifi-
que, plusieurs mécanismes régula-
teurs de la cellule sont sollicités ;
parmi ceux-ci les phosphorylations-
/déphosphorylations sont probable-
ment des mécanismes clés. La trans-
duction de signaux qui s’opére
intéresse également une classe de
protéines de découverte relativement
récente : les oncogénes cellulaires a
activité tyrosine protéine kinase.
Pour une partie d’entre ces protéines,
I'activité biologique est associée a
I'existence d’'un domaine extracellu-
laire récepteur d'un facteur de crois-
sance, comme par exemple les récep-
teurs de I'EGE, de Il'insuline, du
facteur CSF-1 et du PDGF ; pour ce

groupe de protéines, I'activité tyro-
sine kinase et l'activité biologique
sont stimulées par la fixation du
ligand spécifique[1]. D’autres tyro-
sine protéine kinases ne possédent ni
domaine transmembranaire ni
domaine extracellulaire ; elles ont
une grande similitude de séquence
avec les protéines du groupe précé-
dent [2] et sont impliquées dans I'on-
cogeneése. Des résultats récents indi-
quent que les protéines de ce groupe
sont impliquées dans la transduction
des signaux d’activation du lympho-
cyte.

Activation des
lymphocytes T
et phosphorylation

Activation des lymphocytes T. Les
lymphocytes T sont activés quand ils
reconnaissent l'antigéne associé au
complexe majeur d’histocompatibi-
lité (CMH) de la cellule présenta-
trice [3]. Ce processus implique I'in-
teraction du complexe TcR/CD3 du
lymphocyte avec le CMH de la cel-
lule présentatrice (figurel). 1l
entraine séquentiellement dans le
lymphocyte de profonds change-
ments ; ceux-ci sont d’abord mem-
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branaires (premiéres minutes, phase
précoce) : augmentation du métabo-
lisme des phospho-inositides avec
production d’inositol 3 phosphate
(IP3) et de diacylglycérol (DAG);
rapidement des modifications cyto-
plasmiques surviennent : augmenta-
tion de la concentration du Ca**
-(due a la production d’IP3) et du pH
intracellulaires, phosphorylations de
protéines, activation de la protéine
kinase C (PKC) par le DAG; les

modifications au niveau nucléaire
sont observées aprés environ
30 minutes (augmentation de la
transcription de c-fos). Les événe-
ments qui constituent la phase tar-
dive sont: l'augmentation de l'ex-
pression de I'interleukine 2 (IL-2), du
récepteur de I'IL-2, de c-myc et c-
myb ; ils surviennent quelques
heures aprés I’activation. La phase
ultime de l'activation des lympho-
cytes est la prolifération cellulaire.

RE

%
%

x

Cellule présentatrice
de I'antigéne

PKC
Activée.

Figure 1. Les différents composants du complexe CD3/TcR (CD3:
chaines 5, ¢, y et {; TcR : chaines a et ), leur relation avec le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH), I'antigéne et la cellule présentatrice
de lantigéne. Sont indiqués également les antigénes de surface CD2 et LFA-
1 qui interagissent respectivement avec LFA-3 et ICAM-1. Les interactions entre
les différents métabolismes sont indiqués ainsi que les kinases et les différents
événements de phosphorylation qui surviennent aprés activation des lymphocytes T
par reconnaissance de l'antigéne : stimulation de la phospholipase C (PLC) provo-
quant une augmentation des produits du métabolisme des phosphoinositides (IP3
et DAG), activation de Ia protéine kinase C (PKC) qui phosphoryle des sites sérine
sur CD3, CD4 et probablement sur la p56'** et activation de la p56°* phosphorylant
peut-étre Ia chaine { du CD3. :
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Les événements précoces de 'activa-
tion des lymphocytes peuvent étre
reproduits par addition d’anticorps
monoclonaux solubles, anti-TcR
(anticlonotypiques) et anti-CD3
notamment. Les anti-CD2 sont éga-
lement activateurs et semblent utili-
ser les mémes voies d’activation que
CD3[18]). Pour que les événements
tardifs de l’activation (production
d’IL-2) soient déclenchés, 'utilisa-
tion d’anticorps immobilisés (sur
support plastique ou sur billes de
sépharose) ou l’addition d’esters de
phorbol (acide phorbol-myristique
ou PMA) aux anticorps solubles est
indispensable. Plusieurs arguments
indiquent que les molécules acces-
soires CD4 et CD8 s’assodient physi-
quement au TcR lors de la recon-
naissance de l’antigéne et du
complexe majeur d’histocompatibi-
lité (CMH) par le lymphocyte et
potentialisent ainsi I'activation [5].
Les lymphocytes peuvent étre activés
par des lectines (concanavaline A,
phytohémagglutinine) associées au
PMA ; le PMA, qui stimule 'activité
des kinases de la famille PKC, peut
a lui seul induire certaines étapes de
I’activation, mais l’activation opti-
male in vitro — qui aboutit a 'ex-
pression de I'IL-2 et du récepteur de
I'IL-2 — nécessite l'intervention
simultanée de deux stimuli: éléva-
tion du Ca** et activation de la PKC.

Role des phosphorylations dans I'ac-
tivation des lymphocytes T. Les
modifications de phosphorylation
des protéines sont nombreuses et sur-
viennent dés les premiéres minutes
qui suivent 'application du stimu-
lus activateur. Elles concernent des
phosphorylations sur des résidus
sérines des sous-unités y et € du com-
plexe CD3 [6], la phosphorylation de
CD4 et de CD8[7] ; ces phosphoryla-
tions sont toutes obtenues par action
du PMA, activateur de la PKC. D’au-
tres kinases sont peut-étre impli-
quées, comme par exemple le pro-
duit de raf-1 (sérine-thréonine kinase,
homologue cellulaire de v-raf, onco-
géne d’'un virus de sarcome murin)
dont I’activité kinase est modulée par
phosphorylation sur des tyro-
sines [8). D’autres phosphorylations
sur des résidus tyrosine ont lieu:
intéressant la chaine { du complexe
CD3[9] et d’autres protéines non
identifiées [6] (figure 1).
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Phosphorylations sur
des résidus tyrosine,
réle de la p56'ck

La p56'*, découverte dans un lym-
phome murin (LSTRA) ou elle est
fortement surexprimée, appartient a
une sous-famille de tyrosine pro-
téine kinases dépourvues de domaine
transmembranaire qui comprend :
Lck, Lyn, Fyn, Hck, Src, Fgr et Yes
(Tableau I). Les trois derniéres sont
des protéine kinases por-
tées par des rétrovirus transfor-
mants [10], alors que les autres ont
été identifiées soit grice a leur pou-
voir transformant aprés transfection,
soit par leur analogie avec des
kinases existantes. Elles sont expri-
mées dans des tissus différents, dans
certains cas de facon spécifique [11];
ainsi hck est exprimé dans les granu-
locytes, src, bien qu’ubiquitaire, est
fortement surexprimé dans les neu-
rones et les plaquettes, et Ick est
exprimée dans les lymphocytes T et
B[11]. Ces protéines ont toutes un
poids moléculaire voisin de

56-59 kDa et ont une analogie de
séquence de plus de 70 % dans leur
partie C-terminale. La séquence N-
terminale est spécifique de chacune
d’entre elles. La grande conservation
entre la souris et ’homme de la
séquence des régions aminotermi-
nales d’'une kinase donnée suggére
qu’elles jouent un rdle spéafique
pour la fonction de 1a molécule. Un
domaine d’homologie avec une
phospholipase C dans la partie cen-
trale de la molécule est commun a
toutes ces kinases sans qu’elles pos-
sédent pour autant cette activité
enzymatique. Toutes ces protéines
sont associées a la membrane par la
séquence N-terminale a laquelle est
fixé un acide myristique (acide gras
a 14 carbones). Les oncogénes de la
famille src sont exprimés dans des
cellules qui ont un potentiel de divi-
sion faible, comme src¢ dans les neu-
rones et les plaquettes; ceci est en
apparente contradiction avec leur
capacité transformante.

Ces protéines, a localisation mem-
branaire et possédant une impor-

Tableau |
LES ONCOGENES CELLULAIRES DE LA FAMILLE src: CARACTERISTIQUES
ET LOCALISATION TISSULAIRE PREFERENTIELLE
Géne Protéine Expression tissulaire

fgr p55'9" Monocytes du sang périphérique,
certaines lignées B

fyn p59fyn Elevée dans le cerveau et le thy-
mus. Présente dans les cellules
de I'endothélium de la veine
ombilicale et la lignée cellulaire
IM-9

hck p59hek Cellules myéloides, certaines
lignées B ; augmentée lors de la
différenciation

Ick p56'* Lymphocytes T, faiblement expri-
mée dans les B; détectée dans
certaines lignées de carcinomes
du célon et de cancer du poumon

lyn non identifiée Trés élevée dans le placenta et le
foie, détectée dans le poumon et
le rein

src p60se Ubiquitaire. Tres élevée dans le
systéme nerveux en cours de
développement et les plaquettes
sanguines

yes p59ves Elevée dans le placenta et le cer-
veau
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tante analogie de séquence avec la
partie cytoplasmique des récepteurs
de facteurs de croissance, sont des
candidats idéaux pour jouer un role
dans la transduction de signaux.

.....

Dans les tissus normaux, la p56'* est

exprimée uniquement dans les cel-
lules de la lignée lymphoide [12-14] :
dans les lymphocytes T [15, 16], 4 un
trés faible niveau dans les lympho-
cytes B, dans la rate et dans le thy-
mus [13, 17], son expression aug-
mente graduellement au cours de la

Tableau Il

NIVEAUX D’EXPRESSION DU MESSAGER DE /ck, CODANT POUR LA p56'",
DANS LES LYMPHOCYTES, DANS DIFFERENTES LIGNEES DE LYMPHOMES
HUMAINS ET MURINS ET DANS LE THYMUS ET LA RATE (d’apres [25])

Cellules ou tissus Nombre de copies
de mRNA/cellule
Cellules T 3.6
Cellules T activées (aprés 6 heures) 0.5
Cellules B 2,0
Thymus humain 19,8
Rate humaine 1,5
Lignées issues de lymphomes humains
Jukat 38,2
Ke 37 7.2
HSB-2 40,8
CEM 28,2
Lignées issues de lymphomes murins
LSTRA 408,0
YAC-1 58,0
N 12 17 90 92 295 416 527 C
? ? || | p@Oc - src
|

PKC PKA |
|
|

N 416 c
|| [| p60 V-Ssrc
| |
PKC ? I I
* | I
N l ! 394 505 C
- iz i - o + + * P56 Ick
Séquence Zone Fixation Site Site de
spécifique d’homologie deATP  d'autophosphorylation  phosphorylation
s avecune invitro In vivo
cide i (o
o B phospholipaseC = oo

Domaine porteur de I'activité kinase

Figure 2. La p56'°%, comparaison avec la p60°°" et la p60'-*, principaux
sites de phosphorylation et caractéristiques de séquence. PKA = protéine

kinase stimulée par I AMPc.
m/s n° 8 vol. 5, octobre 89

maturation lymphocytaire [17]. Dans
les lymphomes, la p56'* est exprimée
a des niveaux trés variables; dans
plusieurs lignées dérivées de lym-
phomes humains (Ke37, Molt4, Jur-
kat) et murins (LSTRA), elle est sur-
exprimée, parfois de fagon
considérable [13, 17] (Tableau II).
C’est 'laugmentation de son expres-
sion dans certains lymphomes, son
expression spécifique dans les lym-
phocytes de la lignée T, associée a sa
localisation sous-membranaire, qui
ont fait rechercher un réle de la p56'*
dans l’activation des lymphocytes.
Structure et sites de phosphorylation
de la p56'*. Plusieurs sites de phos-
phorylation existent sur la p56'*
(figure 2).

® [a tyrosine 394[18], dont le
niveau de phosphorylation dans les
cellules est trés faible mais est consi-
dérablement augmenté dans des
fibroblastes transfectés avec lck muté
sur la tyrosine 505 (voir ci-apreés),
seule forme de Ick qui soit transfor-
mante. Cette tyrosine correspond a la
tyrosine 416 de la p60<* (produit de
I'oncogéne c-src, Tableau I), le rem-
placement de cette tyrosine 416 par
une phénylalanine n’affecte prati-
quement pas le pouvoir transfor-
mant ni l’activité kinase de la
p60v<[19], mais peut agir sur d’au-
tres propriétés de la p60<s dans son
environnement normal, par exemple
a proximité des jonctions intercellu-
laires (gap junctions)[20]. Par ail-
leurs, la tyrosine 394 est le site
majeur de phosphorylation de la
p5h6' in vitro, par autophosphoryla-
tion [18].

® [.a tyrosine 505 est un site majeur
de phosphorylation in vivo dont la
phosphorylation joue un réle régu-
lateur négatif a la fois de l'activité
kinase et du pouvoir transfor-
mant [2]1, 22], comme son homolo-
gue de la p60<*, la tyrosine 527.

® Plusieurs autres sites de phospho-
rylation sur des tyrosines et des sérines
sont situés en N-terminal de la pro-
téine, leur fonction n’est pas élucidée.
La p56'* est une protéine transfor-
mante. Son appartenance a la famille
src place Ick parmi les oncogénes ; ce
géne est réarrangé dans deux lym-
phomesmurins (LSTRA,
Thy 19) [13]. Chez ’homme, Ick est
situé sur le chromosome | a un site
de fréquentes délétions et transloca-
tions (p32-35) observées dans des
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tumeurs lymphoides [16]. Toutefois,
I’ADNCc de la p56'< n’est pas transfor-
mant dans les cellules 3T3, mais il
le devient si la tyrosine 505 est rem-
placée par une phénylalanine (21,
22]. Dans ce cas, la p56'* des cellules
transfectées est phosphorylée sur la
tyrosine 394 et l'utilisation d’anti-
corps antiphosphotyrosine a permis
de montrer une élévation globale des
protéines phosphorylées sur des rési-
dus tyrosine [21]. Ceci indique entre
autre que, comme la tyrosine 527 de
la p60<<, la tyrosine 505 de la p56'
exerce une régulation négative sur la
kinase et masque son potentiel onco-
génique, qui est démasqué lorsque
cette tyrosine est remplacée par une
phénylalanine.

Modifications de la p56'* lors de la
stimulation des lymphocytes T. En
absence de toute stimulation, dans
les lymphocytes normaux, la p56'*
est phosphorylée majoritairement
sur son résidu tyrosine 505 et faible-
ment sur la tyrosine 394, ainsi que
sur des sites sérine non identifiés [22,
24].

L’activation des lymphocytes par des
lectines augmente la phosphoryla-
tion de la p56'*[15] et diminue I'ex-
pression de son ARN messager [25].
La stimulation des lymphocytes T
par des anticorps anti-TcR, anti-
CD3 ou anti-CD2 provoque des
modifications de phosphorylation de
la p56'* accompagnées d'une aug-
mentation du poids moléculaire
apparent de 56 kDa a 65 kDa [26-28] ;
cela s’accompagne de la phosphory-
lation d’'un ou plusieurs résidus
sérine en position N-terminale de la
protéine. Le résidu tyrosine 394 est
pratiquement inchangé. La phos-
phorylation de la tyrosine 505 de la
ph6'* est, selon les auteurs, soit
inchangée [26] soit augmentée [28].
Ces modifications de phosphoryla-
tion de la p56'* ne s'accompagnent
pas d’'une augmentation de son acti-
vité kinase mesurée sur un substrat
exogeéne [26] mais plutot d’'une dimi-
nution [28). Par ailleurs, le PMA
appliqué a des concentrations faibles
provoque les mémes changements de
phosphorylation [24, 26-28] et d’acti-
vité [26, 28]. L'observation que les
inhibiteurs de la PKC n’empéchent
pas complétement I'action du PMA
sur la migration de la p56' suggére
que d’autres kinases que la PKC
pourraient étre impliquées [27]. Les

ionophores du calcium induisent
également la phosphorylation sur
des sites sérine [26] mais non le chan-
gement de migration vers les formes
de haut poids moléculaire ; cela peut
résulter de l'existence de plusieurs
sites de phosphorylation sur des
sérines ayant des roOles régulateurs
différents. Ces modifications, qui
surviennent dans l'espace de quel-
ques minutes aprés application des
activateurs, semblent, selon certains
auteurs, nécessiter une activation
«compléte », c’est-a-dire aboutissant
a la production d’'IL-2 [26, 27]. Des
anticorps qui ne permettent d’abou-
tir qu'aux événements précoces, sans
production d’IL-2, sont cependant
capables d’'induire les changements
de migration de la p56'*[28].
L’'ensemble des données expérimen-
tales indique que l'activité kinase et
I'activité transformante de la p56'*
sont en relation avec une baisse de
phosphorylation de la tyrosine 505
et, probablement ou peut-étre, une
augmentation de phosphorylation
de la tyrosine 394. Comment un
signal activateur peut-il donc étre
transmis par la p56'* sans qu’il y ait
augmentation de son activité et donc
augmentation de la phosphorylation
de la tyrosine 394 ou baisse de la
phosphorylation de la tyrosine 505 ?
En réalité, deux paramétres doivent
étre pris en considération: on ne
connait que I'état de phosphoryla-
tion global de la p56'* : or les molé-
cules de p56'* forment certainement
une population hétérogéne (détecta-
ble déja sur des gels unidimension-
nels) par ses sites de phosphoryla-
tion; une faible proportion de
molécules phosphorylées principale-
ment sur la tyrosine 394 pourrait
suffire pour faire passer le signal
activateur. Le deuxiéme parameétre
est le temps : 1'état de phosphoryla-
tion de la p56'* a été étudié apreés
quelques minutes d’activation ; il est
possible que pendant un laps de
temps trés court (quelques secondes)
la tyrosine 394 soit hyperphosphory-
lée puis que rapidement des méca-
nismes régulateurs la raméne a son
niveau de départ.

Ces hypothéses soulévent le pro-
bléme de la nature méme du signal
activateur dont la p56'* pourrait étre
le relais. Cette kinase étant intracel-
lulaire et dépourvue de domaine
extracellulaire, comment peut-elle
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étre impliquée dans la transmission
de signaux venant de I'extérieur de la
cellule?

L’association d’'une partie des molé-
cules de pb6'* avec le déterminant
CD4 pourrait permettre de répondre
en partie a ces questions.

Association de la p56'°*
avec le déterminant
membranaire CD4

L’immunoprécipitation du détermi-
nant CD4 avec certains anticorps
anti-CD4 conduit a la co-immuno-
précipitation de la p56'*[29, 30]. La
co-immunoprécipitation est détecta-
ble également avec des anticorps
anti-p56'*[30]. Une partie impor-
tante des molécules de pb6'* n’est
cependant pas associée a CD4. Une
association de méme type a égale-
ment été décrite avec CD8 [30]. Cette
association entre une molécule pos-
sédant un domaine extracellulaire et
un domaine transmembranaire,
d’une part, et une tyrosine protéine
kinase dont la localisation est sous-
membranaire, d’autre part, pourrait
apporter une clarification sur le réle
possible de la p56'* et des tyrosine
protéine kinases de cette catégorie.
Mais certains points restent a éclair-
cir: on ne sait pas, par exemple,
pourquoi seulement certains anti-
corps anti-CD4 ou anti-CD8 peuvent
co-immunoprécipiter la p56'*. Le
probléme est d’autant plus confus
que certains anticorps dirigés contre
d’autres déterminants que la p56'<,
CD4 ou CD8 peuvent aussi précipiter
« passivemnent » la p56'* ; ceci pour-
rait étre da a la propriété de 'enzyme
de former des agrégats ou a sa liaison
au cytosquelette [31].

Le complexe p56!*“/CD4 semble
pouvoir transduire un signal spécifi-
que activateur. Le role de CD4 et
CD8 dans l’activation des lympho-
cytes T n’est pas clairement compris :
des anticorps monoclonaux anti-
CD4 augmentent les réponses
induites via le complexe CD3/TcR,
a condition d’étre immobilisés sur
un méme support que des anticorps
anti-CD3 [19]; en revanche, avec de
I'anti-CD4 soluble, il est possible
d’obtenir une inhibition de la
réponse des cellules T stimulés par
I’antigéne ou des mitogénes [33].
Cela suggére que la proximité phy-
sique entre CD4 et le complexe du
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récepteur pour l’antigéne
(CD3/TcR) crée une potentialisation
de P'activation lymphocytaire [34].
Quelques secondes aprés l'interac-
tion d’anticorps anti-CD4 avec des
lymphocytes, I'activité kinase de la
p56!k est augmentée [32]. Cette obser-
vation est conforme a I'idée que la
p56'* est impliquée dans la signali-
sation transmembranaire par l'inter-
médiaire d’'une augmentation transi-
toire de son activité tyrosine protéine
kinase ; par ailleurs, elle souléve un
certain nombre de questions et d’hy-
pothéses : pourquoi, la encore, seule-
ment un certain type d’anticorps
anti-CD4 peut-il induire cette
réponse ? Si la p56'* a un role phy-
siologique de kinase, quels sont ses
substrats ?

Substrats de la p56'°,
phosphatases, kinases,
et nature du signal
d’activation

Quels sont les substrats de la p56'< ?
Nous avons vu plus haut que lors-
que la p56'* dont la tyrosine 505 a
été remplacée par une phénylalanine
est exprimée dans des cellules 3T3,
de nombreuses phosphoprotéines a
phosphotyrosine sont détectées, alors
qu’elles sont indétectables dans des
cellules transfectées avec la p56'*
«sauvage », non transformante [21,
22]. Par ailleurs, quand la p56'* est
hyperphosphorylée dans les cellules
traitées par des lectines, d’autres
phosphoprotéines a phosphotyro-
sine deviennent également détecta-
bles. Le fait que ces phospho-
protéines n’apparaissent que quand
la p56'* est activée est le seul élément
qui permet de penser que ce sont des
substrats de cette kinase. La chaine {
du complexe CD3 qui est phospho-
rylée sur une tyrosine aprés activa-
tion des lymphocytes pourrait étre
un substrat de la p56'* : sa phospho-
rylation sur un résidu tyrosine est en
effet augmentée aprés activation de
la p56'* par des anticorps anti-
CD4(32], mais il s’agit d'un argu-
ment «d’association » et rien ne dit
qu'il y ait vraiment relation de cause
a effet entre I'activation de la p56'
et la phosphorylation de la chaine C.
Dans les thymocytes murins soumis
a l'action de mitogénes, la phospho-
rylation des lipocortines est augmen-
tée ; une phosphoprotéine de 36 kDa

(ce qui correspond au poids molécu-
laire de certaines lipocortines) détec-
tée avec des anticorps antiphospho-
tyrosine apparait trés rapidement
apreés l’activation des lymphocytes [6]
. Les lipocortines sont, avec d’autres
protéines, étroitement associées au
cytosquelette (taline, vinculine) et
phosphorylées sur des résidus phos-
photyrosine par la p60**<. Or, au
cours de I’activation des lympho-
cytes, la membrane et le cytosquelette
sont le siége de réarrangements et de
réorientations associés a des phos-
phorylations qui pourraient peut-
étre mettre en jeu la p56'*, elle-méme
associée au cytosquelette.

Roéle des phosphatases. Si l’activa-
tion des lymphocytes T fait interve-
nir des phosphorylations, des méca-
nismes de régulation doivent
pouvoir limiter o u reverser ces phos-
phorylations ; en effet, comme nous
I’avons vu plus haut, I’expression de
la p56'< est inhibée dans les quelques
heures qui suivent la stimula-
tion [25], mais ce mécanisme de régu-
lation tardif n’évite certainement pas
une régulation précoce des phospho-
rylations.

Une phosphatase spécifique des
phosphotyrosines isolée du placenta
puis séquencée a montré, aprés ana-
lyse comparative avec des banques de
données, une similitude de séquence
élevée avec la portion cytoplasmique
du déterminant lymphocytaire
CD45 [35]. Les anticorps anti-CD45
abolissent 1’augmentation de cal-
cium intracellulaire induite par les
anticorps anti-CD3 et inhibent la
prolifération des lymphocytes. Ces
effets impliquent la proximité de
CD45 avec le TcR, CD2, CD3 ou
d’autres molécules intervenant dans
la transduction du signal d’activa-
tion et peuvent s’expliquer par la
stimulation de I'activité de phospho-
tyrosine phosphatase, et donc la
déphosphorylation des phosphotyro-
sines nécessaires a l’activation. En
revanche, le couplage covalent entre
des anti- CD45 et des anti-CD4
amplifie considérablement 1’aug-
mentation du Ca?" cytoplasmique
provoquée par ces derniers. Ce résul-
tat peut s’expliquer a la lumiére de
I’association entre CD4 et pb6'sk: la
phosphatase CD45, activée et posi-
tionnée a proximité du complexe
CD4 - p56'ck par les anticorps couplés

déphosphorylerait une tyrosine en e
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un site inhibiteur de p56'*, par
exemple la tyrosine 505.

D’autres phosphoprotéine kinases
sont-elles impliquées dans I’élabora-
tion du signal d’activation? Plu-
sieurs sites de phosphorylation situés
en N-terminal de la p56'* ont été
décrits ; 1ls sont probablement la
cible de kinases différentes dont
aucune n'a été identifiée pour I'ins-
tant; la kinase responsable de la
phosphorylation de la tyrosine 505
n’est elle-méme pas connue. Le pro-
duit du géne fyn (Tableau I) est pré-
sent dans les lymphocytes et pourrait
participer a la transduction des
signaux par une modulation spécifi-
que de la p56'*. On ne connait pas
non plus la kinase responsable de la
phosphorylation des résidus sérine
de la p56'*, fortement augmentée
apres activation des lymphocytes. De
plus il faut signaler que dans les
immunoprécipités de pb6'*, plu-
sieurs auteurs observent une bande
non identifiée migrant a 68 kDa ;
cette coprécipitation n’est peut-étre
pas plus fortuite que celle de CD4 et
CD8 avec la p56'.

En conclusion, le mécanisme par
lequel le lymphocyte intégre et exé-
cute le signal d’activation provoqué
par 'interaction avec la cellule cible
est encore loin d’étre élucidé. La par-
ticipation de tyrosine protéine
kinases comme la p56' semble cer-
taine ; des arguments expérimentaux
indiquent que les signaux semblent
transiter par les molécules CD4 et
CDS8 et aboutir a la phosphorylation
de la sous-unité { du complexe CD3.
Des sérine kinases, dont la protéine
kinase C, semblent jouer un réle de
modulateur des tyrosine protéine
kinases. C'est une interaction étroite
et finement orchestrée qui assure la
précision et la fidélité du message
transmis par ces protéines a travers la
membrane puis conduit au noyau
cellulaire ; c’est par une meilleure
connaissance des protéines impli-
quées et de leurs interactions que
nous pourrons comprendre les méca-
nismes de transduction du signal et
ses anomalies W

Summary

Role of tyrosine protein kinases
in T lymphocyte activation
There is increasing evidence sho-
wing the importance of the
mechanisms of phosphorylation-
/dephosphorylation in the
process of lymphocyte activation.
Among the protein kinases invol-
ved, a recently discovered class of
kinases, the tyrosine protein
kinases appear to have a'key role
in the transduction of signals. :
p56'* is a member of a family of
cellular oncogenes with tyrosine
protein kinase activity. These
kinases are related to growth fac-
tor receptors, they have no extra-
cellular domain but are associated
to the plasma membrane of the
cell. p56'* is specifically expressed
in T lymphocytes; its structure
and phosphorylation sites are
very similar to those of p60cs, it
can be transforming in 3T3 cells.
Several phosphorylation events
occur upon activation of lympho-
cytes ; they involve several types of
protein kinases. Phosphoryla-
tions on tyrosine residues occur
particularly on the { chain of
CD3, phosphorylations on serine
residues occur on several compo-
nents including the y and € chains
of CD3, CD4 and CD8. Specific
modifications take place on the
p56'* molecule upon activation
of lymphocytes indicating that
this kinase plays a role in this
process. The association of p56'
with the lymphocytes determi-
nants CD4 and CDS8 raises the
possibility that a signal can be
transmitted by these determi-
nants. Apart from p56'* other
protein kinases like protein
kinase C and Raf-1, appear to be
involved in the mechanisms of
signal transduction. Recent data
indicate that tyrosine phospha-
tases might also play a role in this
process.

R. Fagard.
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