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Etude structurale et fonctionnelle de

la phosphatase humaine PTPN4

RESUME

La fonction des protéines de signalisation est déterminée par la nature des domaines qui les
composent. Une meilleure compréhension des voies de signalisation passe par I’'étude de ces
domaines et de leur régulation.

PTPN4 est une tyrosine phosphatase qui joue un role anti-apoptotique. Lors de I'infection par
une souche atténuée du virus de la rage, sa fonction est perturbée, conduisant a la mort des
cellules. Cette perturbation est due a l'interaction du motif de reconnaissance au domaine PDZ
(PBM) de la glycoprotéine virale avec le domaine PDZ de PTPN4.

Nous avons montré que ce domaine PDZ a un rdle d’inhibiteur allostérique de I'activité
catalytique de la phosphatase de PTPN4. Ceci représente la premiere description de la
régulation d’'une phosphatase par un domaine PDZ. Cette inhibition est levée lors de la fixation
d’un ligand au domaine PDZ, tel que le PBM de la glycoprotéine virale. Notre étude structurale
révele que la fixation d’'un PBM perturbe les interactions transitoires entre les deux domaines et
rétablit ainsi les propriétés catalytiques de la phosphatase.

Nous avons par ailleurs identifié un ligand endogene de PTPN4, la MAP Kinase p38y qui, a
travers son interaction avec PTPN4, participerait a la régulation de 'homéostasie cellulaire. La
formation du complexe implique le recrutement du PBM de p38y par le domaine PDZ de PTPN4.
Ainsi, en plus d’avoir une fonction de régulation du domaine phosphatase, le domaine PDZ
permet également le recrutement de partenaires et la présentation de substrats au site actif de
la phosphatase de PTPN4. Cette étude contribue ainsi a améliorer notre connaissance du réle

des domaines PDZ dans les voies de signalisation cellulaires.

Mots clés: mort cellulaire, PTPN4, domaine PDZ, phosphatase, régulation allostérique, MAP

Kinase

Adresse du laboratoire:  Unité de RMN des Biomolécules
Institut Pasteur
25-28 Rue du Dr. Roux
75724 Paris Cedex 15






Structural and functional study of the

human phosphatase PTPN4

SUMMARY

The function of signaling proteins is determined by the nature of the domains from which they
are made up. A better understanding of cell signaling pathways will result from the study of
these domains and their regulation. PTPN4 is a non-receptor tyrosine phosphatase with an anti-
apoptotic function. Upon infection with an attenuated rabies virus, its function is hijacked, which
subsequently leads to cell death. This phenotype is arises from the interaction of the PDZ
binding motif (PBM) of the viral glycoprotein with the PDZ domain of PTPN4.

In this study, we show that this PDZ domain is an allosteric inhibitor of the catalytic activity of
the PTPN4 phosphatase domain. This is the first description of the regulation of a phosphatase
by a PDZ domain. This inhibition is released by the interaction of a ligand to the PDZ domain,
such as the viral glycoprotein PBM. Our structural study revealed that the PBM recognition
disrupts the transient inter-domain interactions and restores the complete phosphatase
catalytic properties.

As well, we identified a PTPN4 endogenous ligand, the MAP Kinase p38y, which may participate
in the regulation of the cellular homeostatic through its interaction with PTPN4. Thus, in
addition to its phosphatase regulatory role, the PDZ domain also allows the recruitment of
partners and the introduction of substrates to the PTPN4 phosphatase active site. This study

contributes to our understanding of the role played by PDZ domains in cell signaling pathways.
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Introduction - I - Les outils moléculaires de la signalisation cellulaire

CHAPITRE I - LES OUTILS MOLECULAIRES DE LA SIGNALISATION
CELLULAIRE

1) Les interactions protéiques au cceur des voies de signalisation

a nécessité de communiquer avec l'environnement extérieur est une

o e . N . .
BN caractéristique commune a 'ensemble des organismes vivants. Cette

~

/‘
% §%

communication a pour fonction de maintenir 'organisme en vie, d’établir

et maintenir I'’homéostasie cellulaire, de fournir des sources en énergie
par la détection de nutriments ou de se protéger par l'identification de toxines. Si les
organismes unicellulaires possedent la capacité de communiquer entre eux, les systémes
de communication entre cellules ont drastiquement évolué avec I'apparition
d’organismes multicellulaires complexes. Celle-ci a permis au sein d’'un organisme de
controler le nombre de cellules, leur division, leur croissance, leur morphologie, leur
localisation, leur différenciation, ou encore le maintien de leurs fonctions spécialisées

(1). Ces propriétés sont essentielles pour I'organisation des cellules en tissus ou organes.

Les outils de cette communication sont les récepteurs qui captent les signaux extérieurs
(e.g. hormones, ions, nutriments, toxines, signaux sensoriels) et les transmettent au sein
des cellules. Ces signaux sont alors acheminés jusqu’a des protéines effectrices qui, une
fois activées, vont modifier I’état physiologique de la cellule. Ces protéines sont au cceur
des fonctions biologiques de la cellule en assurant notamment des fonctions
meétaboliques, des fonctions de transcription de genes, de modification du cytosquelette
ou de maintien de la polarisation membranaire. L’ensemble de ces processus
biologiques qui permettent de recevoir, d’'interpréter, de propager et de convertir un
signal extracellulaire en une réponse biologique intracellulaire répond au terme de

« transduction du signal » ou encore « signalisation cellulaire » (1).
Cette signalisation implique une cascade d’interactions de protéines a travers lesquelles

la transmission de I'information s’effectue. Ces protéines de signalisation sont ainsi liées

de maniere fonctionnelle pour former un réseau d’interactions complexes capable de

15



Introduction - I - Les outils moléculaires de la signalisation cellulaire

transduire un signal. Elles sont composées de domaines fonctionnels dont la nature va

déterminer leur fonction.

2) Architecture en domaines des protéines de signalisation
A. Définition d’un domaine

L’utilisation du terme « domaine » pour les protéines remonte aux années 1970. Il
définissait alors des « unités structurales indépendantes » localisées a certaines régions
de la méme chaine polypeptidique (2, 3).

Les travaux dans les années 1980-1990 sur les domaines SH2 (src homology 2) et SH3
(src homology 3) constituent un tournant dans I'étude de ces entités structurales et dans
leur définition (4-7).

Un domaine se définit désormais par les caractéristiques suivantes :

- «Une unité structurale spatialement distincte, capable de se replier de
maniére autonome » (8).

- Laprésence de séquences contigués identifiables (séquences consensus).

- Une composition allant de 40 jusqu’a plus de 300 acides aminés.

- Une capacité d’interaction avec des courtes séquences, ou motifs.

- Une large répartition au sein du protéome (« génétiquement mobile »).

On utilise également aujourd’hui le terme de module pour définir un sous-groupe de
domaines qui sont en copie unique. Ils différent ainsi des domaines dont la fonction et la
structure dépendent de la répétition d’'une méme séquence, ou domaine de répétition,

tel que le domaine WD (8, 9).

B. Modularité des protéines de signalisation

Les protéines « ancestrales » telles que les enzymes métaboliques présentent rarement
une architecture modulaire (8, 10). Une étude comparative des génomes de cinq
organismes eucaryotes met en évidence un accroissement du nombre de domaines et de

leurs arrangements avec la complexification des organismes (figure 01). Elle montre une
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augmentation du nombre et de la variété des domaines d’interaction protéine-protéine
(e.g. SH3, SH2, PDZ) codés par le génome humain et impliqués dans la signalisation
cellulaire (11, 12). Par ailleurs, les domaines sont extrémement bien représentés dans
les protéines régulatrices (13). L’ensemble de ces observations tend a démontrer que
I'architecture en domaines des protéines est apparue tardivement lors de I'évolution et
en concomitance avec la complexification des organismes et I'’émergence d’une

communication entre cellules toujours plus élaborée.

Il est aujourd’hui clairement établi que les domaines sont la base des systemes de

communication et de signalisation des cellules (10, 14-21).

2,000

Transmembranaire
1,800 D -

[l Extracellulaire

—

o)}

S

S
I

Intracellulaire

1,400

1,200

1,000

800

600

400

Nombre d'arrangements en domaines

200

Levure

Figure 01 : Nombre d’arrangements de domaines prédit par SMART" au sein de quatre
génomes eucaryotes.

Le nombre d’arrangements est réparti en trois compartiments cellulaires différents: intracellulaire,
extracellulaire et associé a la membrane. Le nombre d‘arrangements de domaines est normalisé avec le
nombre de domaines présents dans chaque lignée étudiée. Les domaines de répétition (Armadillo,

Leucine-rich, WD40, etc...) ne sont comptés que comme une seule occurrence. D’apres Lander et al 2001
(12).

* Simple Modular Architecture Research Tool, logiciel de prédiction de la présence de domaines au sein des
protéines
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3) Les domaines protéiques

Les protéines de signalisation sont composées de domaines enzymatiques ou de
domaines d’interaction (19). lls se replient de maniére a garder leurs extrémités N- et C-
terminales a la fois a proximité I'une de l'autre et sur la face opposée au site de
reconnaissance au partenaire. De ce fait, ils peuvent au cours de I'évolution étre
incorporés facilement dans une protéine préexistante sans modifier leurs propriétés
d’interaction ni leur structure (16, 22). Par la suite, j'aborderai brievement les enzymes

avant de m’attarder plus en détail sur les domaines d’interaction.

A. Les enzymes

Les enzymes impliquées dans la signalisation cellulaire ont pour fonction principale la
synthese et la dégradation de messagers secondaires (e.g. phospholipases, cAMP ou
cGMP), la régulation de la conformation active et inactive de la protéine G ainsi que la
régulation des modifications post-traductionnelles des protéines. Cette derniére
fonction est prédominante dans le contrdle des voies de signalisation. Ces modifications

vont intervenir de deux manieres dans la transduction du signal :

- Réguler la fonction d'une protéine via des mécanismes allostériques (23) ou

des changements conformationels (24).

- Créer ou supprimer un point d’ancrage reconnu par un domaine, spécifique a
une certaine modification post-traductionnelle, et permettre ainsi de réguler

I'interaction d’'une protéine avec son partenaire.

De I'ensemble du répertoire des modifications post-traductionnelles connues a ce jour,
la phosphorylation des protéines est décrite comme étant la plus répandue. Elle est sous
le contréle de kinases et de phosphatases, deux enzymes au centre de nombreuses voies

de signalisation dont nous parlerons plus en détail dans la suite de ce manuscrit.
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B. Les domaines d’interaction

Alors que les enzymes jouent un réle crucial dans la transduction du signal, les domaines
d’interaction, au-dela d’établir des contacts entre protéines, permettent également

I'établissement et la régulation du réseau de signalisation.

a. Fonction

Les domaines d’interactions ont pour role majeur de reconnaitre de courtes séquences
consensus chez leurs partenaires, permettant alors l'interaction entre différentes
protéines. Ces séquences sont de diverses natures. Les domaines SH3 et WW (two-
conserved tryptophans), par exemple, reconnaissent des séquences riches en prolines
(Pro-rich). Les domaines PDZ reconnaissent quant a eux des séquences situées
principalement en C-terminal du partenaire (25-27). D’autres domaines vont interagir
avec des séquences selon les modifications post-traductionnelles qu’elles portent, tels
que les domaines MH2 et SH2 qui interagissent respectivement avec des séquences
composées de phospho-sérines (pSer) ou des phospho-thréonines (pThr), et de
phospho-tyrosines (pTyr). Les Bromo domaines et les domaines Chr vont interagir avec
des lysines acétylées ou méthylées. Les domaines UIM reconnaissent quant a eux des

protéines ubiquitinées (28-33) (Figure 02).

Il existe également des domaines qui n’'interagissent pas avec leurs partenaires via la
reconnaissance de motifs consensus, mais plutét de fagons homo- ou hétérotopique avec
d’autres domaines. C'est le cas des domaines impliqués dans l'activation des voies

apoptotiques dont les domaines de mort DD (Death Domain) sont un exemple (34).

19



Introduction - I - Les outils moléculaires de la signalisation cellulaire

Peptide modifié
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0 p
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S S N Y S

Figure 02 : Domaines d’interaction impliqués dans la transduction du signal
Les domaines d’interaction interagissent avec des protéines, des phospholipides, ou
encore des acides nucléiques. Une petite partie d’entre eux sont illustrés ici, ainsi que
les séquences principales reconnues. D’aprés Pawson et al (2003) (19).

Bien que les interactions entre protéines soient majoritaires lors de la transduction du
signal, d’autres reconnaissances moléculaires peuvent intervenir. Les domaines PH ou
FERM, par exemple, reconnaissent des phospholipides. Ils jouent un role dans la
localisation cellulaire des protéines, notamment a la membrane plasmique (35, 36).
D’autres domaines sont aussi connus pour interagir avec des acides nucléiques comme
les domaines KH (hnRNP K homology) ou PUM (Pumilio homology domain). Ils peuvent
réguler des processus fondamentaux tels que la transcription ou la traduction (37, 38).
Les domaines RRM (RNA recognition motif) interagissent quant a eux avec I’ARN et

jouent un réle dans I'épissage de pré-mRNA (39, 40).
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Cette diversité de partenaires recrutés par I'’ensemble de ces domaines fait qu’ils sont
impliqués dans et relient fonctionnellement chaque niveau structural de la cellule

(membrane, protéine, ARN, ADN).

b. Spécificité

L ‘existence de différents domaines capables de reconnaitre les méme motifs (Pro-rich,
pSer, pThr, pTyr) et le nombre important de ces domaines retrouvés dans le génome
humain amenent la question de leur spécificité vis a vis de leurs ligands.

L’augmentation du nombre de domaines au cours de I'évolution est principalement due
au brassage génétique ainsi qu’a la duplication et la divergence des genes (41 2009).
Lors de ce processus, chaque domaine acquiert, au gré des mutations, des propriétés
d’interactions quelque peu différentes de ses homologues. Ainsi, au sein d'une méme
famille de domaines, les différentes propriétés de reconnaissance sont regroupées en

« classes », sur la base des séquences qui sont reconnues.

En ce sens, les domaines SH2 sont répartis en deux classes majeures. La classe I interagit
avec la séquence consensus pY-X-N-X' et la classe II avec la séquence pY-X-X-P/L (42,
43). Les domaines WW sont répartis en cinq classes dont la premiere, la plus abondante,
reconnait le motif P-P-X-Y (44-47). Les domaines SH3 sont quant a eux divisés en trois
grandes classes dont les séquences consensus des deux premieres sont +-X-X-P-X-X-P et
P-X-X-P-X-+ (48).

Ces deux derniers domaines ont tous deux une préférence pour les motifs riches en
proline mais leurs séquences consensus sont assez différentes les unes des autres pour
qu’'une séquence ne soit reconnue que par un seul des deux domaines. De ce fait, il n’y a
pas de chevauchement de spécificités. On observe la méme différenciation de motif, par

exemple, pour les pTyr avec les domaines SH2 et PTB (42, 49).

La spécificité au sein d’'une méme classe d'un domaine pour un ligand va quant a elle
dépendre des résidus non discriminants du motif, marqués « X », des acides aminés en

amont et aval du motif, lorsque ceux-ci participent a 'interaction, ainsi que du contexte

T Les lettres correspondent au code a une lettre des acides aminés. X indique n’importe quel acide aminé;
pX indique la phosphorylation de 'acide aminé ; + indique un acide aminé chargé positivement.
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moléculaire et cellulaire (50, 51). Aussi, pour une méme famille de domaines, il y a un
chevauchement de spécificités pour les différentes séquences consensus d’ou résulte un
continuum de reconnaissance avec leurs ligands (49, 52, 53). Ceci participe a
I’échafaudage du réseau d’interactions et apporte une certaine finesse dans la réponse

apportée a divers stimuli.

Pour finir, il est évident que la localisation cellulaire ou encore le niveau de transcription
de chaque domaine est un parametre crucial pour moduler la reconnaissance du motif

par une protéine partenaire (54).

¢.  Polyvalence dinteraction

La divergence de certains domaines au cours de I’évolution apporte, pour une méme
famille, la capacité de reconnaitre d’autres types de motifs consensus ou de recruter des
partenaires de nature différente, comme les lipides. Les domaines WW ont, par exemple,
la capacité de reconnaitre, en plus des motifs riches en prolines, des pSer ou des pThr
(55, 56). De méme le domaine SH3 de la protéine Gads reconnait le motif R-X-X-K au lieu

du motif conventionnel P-X-X-P (57).

Certains domaines acquierent une plus grande polyvalence d’interaction. Des domaines
SH2 peuvent interagir avec des domaines SH3 via une surface d’interaction différente du
site d’interaction aux pTyr (58) ou encore interagir avec des motifs non phosphorylés
(59). De la méme fagon, les domaines PH (Pleckstrin Homology) ont la capacité
d’interagir avec des molécules de natures diverses telles que des phospholipides, des
pTyr ou des hélices poly-prolines (Figure 03) (60).

Enfin, les domaines PDZ sont aussi un bon exemple pour illustrer la diversité
d’interactions dans lesquelles des domaines peuvent étre impliqués. Au-dela de
reconnaitre des motifs peptidiques situés en C-terminal des partenaires, certains sont
capables d’interagir avec des lipides ou encore de former des homo ou hétéro-dimeres.
La polyvalence d’interaction de ces domaines et leur implication dans la transduction du

signal seront traitées en détail ultérieurement dans cette these.
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Figure 03 : Les domaines PH et leurs sites de fixation
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Cette polyvalence qu’'ont les domaines de reconnaissance a recruter des partenaires
illustre la facon dont ils participent de maniére dynamique a I'établissement du réseau
d’interactions au sein de la cellule. Ils permettent, par l'utilisation d’'un nombre limité de
domaines, une diversification du réseau d’interactions d’'une méme protéine. Un
exemple récurrent est celui du domaine MH2 de la protéine SMAD qui peut interagir
avec les pSer, la protéine d’architecture Sara, ou avec des composants de la machinerie
de transcription et permet a la protéine d’étre ainsi impliquée dans différentes voies de

signalisation (19, 61).

C. Les motifs de reconnaissance

L’interaction d’'un domaine de reconnaissance avec une courte séquence d’acides aminés
présente au sein du partenaire est indispensable lors de la transduction du signal (17,
19).

Ces motifs de reconnaissance sont majoritairement (~90%) composés de 3 a 11 acides
aminés mais peuvent atteindre jusqu'a 23 acides aminés (62). Ills sont généralement
situés dans des régions désordonnées des protéines (63). Du fait de leur faible surface
d’interaction avec les domaines, leur affinité est relativement faible (de 1 a plusieurs
centaines de micromolaires ; pM) (64). Ceci a 'avantage de permettre des interactions

transitoires nécessaires a la transduction du signal (65).
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Figure 04 : Utilisation des domaines d’interactions pour construire une machinerie de
signalisation complexe.

(A) Un complexe de signalisation formé par le récepteur SLAM de cellules T, la kinase Fyn, la protéine SAP
et la phosphatase SHIP. Le réseau d’interactions protéiques et la réponse a l'infection virale des cellules
lymphoides dépendent de la régulation de la phosphorylation du récepteur SLAM.

(B) L’activation de NALP1 induit la formation de I'inflamosome qui ameéne les pro-caspases a proximité les
unes des autres et entraine leur activation (66).

(C) Les protéines Rho-GEFs des familles PDZ-RhoGEF et LARG utilisent les domaines PDZ et RGS pour
intégrer le signal de la protéine plexin-B1 et des récepteurs couplés a la protéine G (GPCR).

(D) Un complexe de signalisation SCF ubiquitine ligase E3. Le complexe SCF est composé de la protéine
Skp1, d’'une protéine Cullin (Cdc53), d’'une E2 (Cdc34), d'une Rbx1 RING-finger et d'une protéine substrat
de F-box telle que Cdc4, Skp2 ou B-TrCP (67). La poche de fixation de la protéine F-box lie des partenaires
pour 'ubiquitination ; cette interaction requiert fréquemment la phosphorylation de ces partenaires.

(E) Le complexe PAR-3/PAR-6 est impliqué dans la polarité cellulaire. Un réseau d’interactions impliquant
différents domaines crée un complexe entre les protéines PAR3, PAR6, aPKC et Cdc42, requis pour
I'établissement et la maintenance de la polarité cellulaire.

(F) Certains pathogenes peuvent profiter de la machinerie cellulaire préexistante et détourner la
signalisation cellulaire a leur avantage. La protéine A36R du virus Vaccinia recrute Nck et réorganise le
cytosquelette (68). D’apres Pawson et al (2003) (19).
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La modification post-traductionnelle de certains motifs est cruciale dans la spécificité
des interactions et représente un autre niveau de régulation a travers l'activité des
enzymes responsables de ces modifications. Les motifs sont ainsi un lien fonctionnel
entre les enzymes et les domaines de reconnaissance impliqués dans la transduction du
signal pour contrdler I'état de la cellule (19).

En comparaison des domaines qui sont principalement conservés au cours de I"évolution
(69, 70), les motifs évoluent beaucoup plus rapidement (71). Par leur faible longueur et
cette rapidité d’évolution un motif peut apparaitre dans plusieurs protéines différentes
suite a une évolution convergente (72). De ce fait, les motifs participent activement a la
plasticité et a I’évolution du réseau d’interaction au sein de la cellule par la genese de

nouvelles interactions protéine-protéine (73).

4) Du réseau a la fonction

N

A. L’établissement d’un réseau

Comme nous l'avons vu, la transduction du signal au sein de la cellule est, entre autres,
basée sur des interactions protéiques. Ces interactions vont dépendre de la présence de
motifs de reconnaissance et/ou de modifications post-traductionnelles au sein du
partenaire. La cellule contrdle la spécificité des interactions en organisant et régulant les
différentes protéines dans le temps et I'espace (21, 74, 75).

L’organisation de ce réseau d’interactions est possible grace a la grande diversité
d’association de motifs et domaines au sein des protéines (Figure 04). Ces différentes
combinaisons de domaines permettent, par exemple, a une méme enzyme d’étre reliée
fonctionnellement a différentes voies de signalisation ou d’étre répartie dans différents
compartiments cellulaires (e.g. membrane plasmiques, ou différents organelles) (figure

05).
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Figure 05 : Exemples de transferts de fonctionnalités entre protéines via la réutilisation
de domaines en différentes combinaisons afin d’établir différentes connections entre des
activités catalytiques et le ciblage de divers partenaires.

Le domaine VCA (verpolin homology, cofilin homology, acidic), qui active la polymérisation de I'actine, est
commun aux protéines régulatrices de 'actine WAVE et WASP (76). Dans ces derniéres, ce domaine est
combiné a différents domaines d’interactions. Ces différentes combinaisons contribuent a leur implication
distincte dans la polymérisation de I'actine.

Le domaine GTPase binding domain (GBD) présent au sein de WASP et de la protéine p21-activated kinase
(PAK) permet d’adresser ces deux protéines a son partenaire, la protéine Cdc42 (77).

Le domaine kinase de PAK est également présent dans différents contextes protéiques. On le retrouve
dans la protéine Src, ou il est combiné avec différents domaines d’interactions, comme le domaine SH2 qui
régule le niveau d’activation de la kinase et le recrutement de partenaires phosphorylés (16, 78, 79).

Les domaines SH2 sont des composants courants des voies de signalisation et se trouvent dans une grande
variété de protéines telle que la phosphatase SHIP (80).

Les domaines phosphatases sont eux-aussi présents dans diverses protéines, par exemple, la phosphatase
sensible au voltage Ciona intestinalis, Ci-VSP.

Cette derniere comprend un domaine sensible au voltage, traditionnellement présent au sein des canaux a
voltage tels que Shaker. Son activité phosphatase est alors régulée par le potentiel membranaire (81, 82).
Ainsi, 'organisation modulaire des protéines de signalisation est basée sur 'utilisation redondante d'un
nombre limité de domaines qui peuvent étre fonctionnellement combinés. D’apres Bhattacharyya et al
(2006) (10).
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Une autre maniére de contrdler le flux d’informations est I’établissement de complexes
multi-protéiques de signalisation. Ces derniers impliquent des protéines
« d’architecture » constituées de domaines ou de motifs d’interaction. Elles peuvent
interagir avec différents partenaires de maniere simultanée ou successive (83). La
séquestration de différentes enzymes au sein d’'un méme complexe permet de controler
la précision du flux d’informations ainsi que la fidélité du signal pour une méme voie de
signalisation. C’est le cas des protéines d’architecture JIP (Jun N-Terminal Kinase - JNK -
Interacting Proteins) qui améliorent la cascade d’interactions impliquant les kinases
JNK, ou des protéines KSR et MP-1 qui forment différentes combinaisons de MAP
Kinases (Mitogen Ativated Protein) pour faciliter la transduction du signal (21, 84).

Aujourd’hui les processus de signalisation permettant le contrdle des processus
biologiques de la cellule ne sont pas encore completement compris (85). Il est
néanmoins clair que I'organisation en domaines des protéines de signalisation permet la
formation de complexes protéiques essentiels pour les processus de transduction du
signal. Ainsi, une série d’interactions simples, telles que les interactions protéine-
protéine ou protéine-lipide, peuvent se combiner pour former un réseau de signalisation
complexe qui, en réponse a de nombreux stimuli, controle des aspects physiologiques
importants pour la cellule (18). En outre, la multiplication de ces interactions au sein de

ce réseau constitue autant de points de régulation de la transduction du signal.

Le vaste nombre de combinaisons de domaines présent dans le protéome suggere que le
brassage génétique peut-étre une source majeure d’évolution dans les processus de
signalisation (19, 41). Trois éléments principaux supportent cette idée. Premiérement, la
fonction des protéines est associée a leur combinaison en domaines (86).
Deuxiemement, des mutations ayant pour conséquence la fusion de génes codant pour
des protéines conduit a une activation incorrecte des voies de signalisation, amenant
une transformation oncogénique des cellules (87, 88). Troisiemement, la fusion de
divers domaines, qu’ils soient d’interaction ou catalytiques, peut permettre la création
de protéines synthétiques avec de nouveaux interactants, a la fois in vitro (89) et in vivo

(90, 91).
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L’utilisation récurrente de domaines d’interaction a pu faciliter ’évolution de nouvelles
fonctions cellulaires, car ils peuvent étre réunis en de nouvelles combinaisons pour
créer de nouvelles connections et voies de signalisation au sein de la cellule. Différentes
études ont d’ailleurs montré qu’il est possible de créer de maniére synthétique de
nouvelles fonctions cellulaires par le biais de nouvelles combinaisons de domaines au

sein d'une protéine (73, 92-94).

B. Le détournement du réseau

a. Les pathogénes

Cette méme stratégie (naturelle ou synthétique) qui consiste a reprogrammer la cellule
est également habilement utilisée par les virus pour détourner les fonctions de la cellule
a leur avantage (95, 96). Pour ce faire, ils ont développé des systemes mimétiques tels
que des enzymes, des domaines ou des motifs d’interaction pour recruter différentes

protéines de I'hote.

Certains virus ont développé la capacité de coder pour des motifs de reconnaissance et
ainsi recruter des protéines intracellulaires (62, 97). L’étude de Préhaud et al. illustre
comment deux souches du virus de la rage recrutent des domaines PDZ de deux
protéines cellulaires différentes et induisent deux phénotypes opposés, soit la mort soit
la survie (98).

Par ailleurs, différents pathogenes ont évolué de maniere convergente pour recruter le
méme partenaire cellulaire. Le virus Vaccinia et la bactérie entéro-pathogénique
Escherichia coli ont tous deux acquis indépendamment le méme motif d’interaction de
reconnaissance de la protéine humaine Nck permettant de réorganiser le cytosquelette

de I'héte infecté (18, 68, 99).
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L’utilisation de protéines d’architecture a également été démontrée pour reprogrammer
une nouvelle voie de signalisation a I'avantage du pathogene E. coli entérohémorragique
(100). De méme, la bactérie Yersinia pestis, par l'intermédiaire d’un arsenal de
différentes protéines, comme la tyrosine phosphatase YopH (Yersinia outer protein H),
va perturber différentes voies de signalisation dépendantes de modifications post-
traductionnelles et détourner les fonctions biologiques de I'h6te pour assurer son cycle

infectieux (101, 102).

b.  Phénolypes pathologiques

La perte d’interactions protéine-protéine, ou a l'inverse lI'’émergence de complexe
protéique aberrant dans la cellule suite a une mutation de protéines cellulaires, peut
également modifier le réseau d’interactions, la biologie de la cellule et entrainer des

phénotypes pathologiques.

La protéine p53, protéine modulaire anti-apoptotique, est la protéine humaine la plus
mutée dans les cancers. Ces mutations peuvent altérer I'interaction des domaines ou des
nombreux motifs de reconnaissance de p53 avec ses partenaires et ainsi modifier

drastiquement la physiologie d’une cellule et la transformer en cellule tumorale (54)

5) De la régulation des domaines a la complexification des voies de
signalisation

Les domaines, au-dela de I'établissement d'un réseau de signalisation capable de
transduire un signal, peuvent étre impliqués dans des interactions intramoléculaires.
Ces dernieres donnent de nouvelles propriétés fonctionnelles aux protéines et modifient

ainsi leurs propriétés de transduction du signal (103).
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A. Les associations intramoléculaires de domaines

La grande diversité de combinaison des domaines au sein des protéines de signalisation
donne parfois lieu a des interactions intramoléculaires (23). De ces associations de
domaines peuvent émerger des fonctions différentes comparées a celles des domaines
isolés. La comparaison faite par Bashton et Chothia sur les fonctions de domaines seuls
ou associés met en lumiere cette diversité des modifications fonctionnelles qui peut
émerger de ces interactions (86). Bien que la fonction du domaine soit parfois
drastiquement modifiée, allant jusqu’a entrainer des réactions catalytiques différentes,
la plupart des cas montre que les domaines étudiés ont une fonction similaire mais
modulée en présence du domaine additionnel. De plus la fonction d’'un domaine est
parfois placée sous le contrdle du domaine additionnel. Nous nous concentrerons par la
suite sur ce dernier type de régulation intramoléculaire, notamment dans le contexte du

controle de I'activité de domaines enzymatiques.

B. La régulation inter-domaines

Les domaines enzymatiques peuvent étre associées a divers types de domaines
adjacents qui vont alors contréler leurs activités. Dans la majorité des cas, ce controle
s’effectue par un mécanisme d’auto-inhibition (Tableau 01) (104). Ce mécanisme peut
étre soit allostérique, soit stérique en bloquant directement I'accessibilité du substrat au
site actif (92). La fonction catalytique peut alors étre réactivée suite a la fixation d’'un
ligand au domaine régulateur ou a une modification covalente qui perturbera les

interactions auto-inhibitrices.

La kinase c-Abl est I'un des exemples les plus connus d’une régulation catalytique par
des domaines d’interaction adjacents (105, 106). c-Abl comporte, en plus d'un domaine
catalytique tyrosine kinase, deux domaines d’interaction SH2 et SH3, et un groupement
myristoyl N-terminal. SH2 et SH3 interagissent avec des motifs de reconnaissance
internes a la protéine, et le groupement myristoyl se loge dans une poche hydrophobe

du domaine kinase.
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Protéines Partenaires en Fonctions Mécanismes d’auto-inhibition Références
aval en amont
Stérique
EGFR EGF Dimérisation Un domaine Cystéine-rich bloque la (107,108)
du récepteur surface de dimérisation, qui est un
autre domaine Cystéine-rich.

Phosphatase | Motifs de Phosphatase Le domaine SH2 N-terminal bloque (109)

2 adomaine | fixation aux stériquement le site catalytique de la

SH2 (SHP2) | domaines SH2 phosphatase.

(pTyr)

PAK1 Rac ou Cdc42 Ser/Thr Kinase | Un domaine GBD bloque le site (77)
catalytique, empéchant une
autophosphorylation.

Twitchin complexe Ser/Thr Kinase | Un motif pseudo-substrat occupe le (110)

Caz+/S100 site actif de la kinase verrouillé par un
domaine IgG adjacent.

P47phox Phosphorylation | NADPH oxydase | Un peptide intramoléculaire empéche | (111)
par PKC un tandem de domaines SH3

d’interagir avec des partenaires
associés a la membrane ; ceci bloque
la formation du complexe oxydase.

Vav Phosphorylation | Rho, Rac, Cdc42, | Une extension N-terminale bloque le (112)
par la famille de | GEF site d’interaction a la GTPase.
kinases Src (DH-PH

domaine)
Conformationnel

Src kinase Motifs de Tyr Kinase L’'interaction des domaines SH2 et (16)
fixation aux SH3 avec des motifs intramoléculaires
domaines SH2 contraint la kinase dans une
et SH3 conformation inactive.

C-Abl Motifs de Tyr Kinase La fixation du groupement N-terminal | (105, 106)
fixation aux myristoyl et des domaines SH2 et SH3
domaine SH2 et avec des motifs intramoléculaires
SH3; bloque la kinase dans une
interaction avec conformation inactive similaire a celle
des de la famille Src.
groupements
myristoyls

N-Wasp Cdc42 et PIP2 Stimulation de GBD et un motif polybasique forment | (113, 114)

Arp2/3 des interactions coopératives qui

(polymérisation | inactiventle domaine N-WASP et

de I'actine) I'empéchent d’activer le complexe de
nucléation de l'actine Arp2/3.

Tableau 1 : Exemples de protéines de signalisation régulées par des mécanismes d’auto-
inhibition. Adapté de Dueber et al (2004) (92).

Ces interactions intramoléculaires stabilisent 'enzyme dans une conformation inactive.
L’ancrage a la membrane du groupement myristoyl et I'interaction des domaines SH2 et
SH3 avec des intermoléculaires

ligands induit quant a elle un changement

conformationnel de la protéine, léve I'inhibition et active I'activité enzymatique de la
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kinase (Figure 06a). Dans cet exemple, les domaines SH2 et SH3 sont situés sur la face

opposée au site actif et la régulation se fait ainsi de maniere indirecte.

La phosphatase SHP2 (SH2-containing phosphatase 2), qui contient deux domaines SH2
en N-Terminal du domaine catalytique tyrosine phosphatase, présente un mécanisme
d’auto-inhibition direct. Le domaine SH2Z N-Terminal (N-SH2) bloque de maniere
stérique le site actif de la phosphatase. La fixation de ligands aux domaines SH2 perturbe
la conformation auto-inhibée en déplagant les domaines SH2, leve I'inhibition

enzymatique et libére I'accés du site actif aux substrats (109).

(a) c-Abl

Myristoyl
OFF ON

(b) N-WASP Cdc
.- /. Phosphorylatlon ¢

: by Src kmases :

Lom) \— \-

OFF

(tranS|ent) (Iong Inved)

Figure 06 : Exemples de régulations allostériques de protéines modulaires.

(@) La kinase c-Abl est stabilisée dans une conformation auto-inhibée par trois interactions
intramoléculaires impliquant le domaine SH3 avec un ligand interne, le domaine SH2 avec une boucle du
domaine kinase et 'ancrage d’'un groupement myristoyl dans une poche hydrophobe du domaine kinase.
La kinase peut étre activée par des ligands intermoléculaires qui perturbent ces interactions auto-
inhibitrices. (b) La famille de protéines WASP peut interagir avec et activer le complexe de nucléation de
I'actine Arp2/3 (actine-related protein 2/3). Le domaine « Output » est inhibé par plusieurs interactions
intramoléculaires dont celle avec le domaine GBD. Cette derniére peut-étre levée par la fixation de la
GTPase Cdc42 au domaine GBD, ce qui active transitoirement la protéine WASP. L’interaction avec Cdc42
augmente l'accessibilité d’une tyrosine du domaine GBD qui est étre phosphorylée par une kinase de la
famille Src. Cette phosphorylation interfere avec I'interaction auto-inhibitrice du domaine GBD et stabilise
WASP dans une conformation active, méme apres le retrait de retrait du stimulus initial, Cdc42. Adapté de
Dueber et al (2004) (92).
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C. La régulation des voies de signalisation

La régulation intramoléculaire des protéines de signalisation a un impact direct sur
leurs propriétés de transduction du signal. Dans le cas de la kinase Src, qui présente un
meécanisme d’auto-inhibition via ses domaines SH2 et SH3, son niveau d’activation
dépend du partenaire qui sera reconnu par les domaines régulateurs. Plus précisément,
'activation catalytique de la kinase par un ligand du domaine SH2 est plus forte que
celle obtenue avec un ligand du domaine SH3. Ainsi, le mécanisme d’inhibition de la
kinase permet de moduler le niveau de réponse en fonction du partenaire lors de la
transduction du signal. De plus, une protéine ayant la capacité d’'interagir avec les deux
domaines régulateurs SH2 et SH3 plutét qu'avec seulement I'un des deux, activera de

maniere plus efficace le domaine kinase (16).

Les mécanismes d’auto-inhibition, en plus de réguler le niveau d’activation d’une
enzyme, peuvent également moduler la durée de I'activation. Par exemple, la famille des
protéines régulatrices de l'actine, WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), a un
mécanisme d’auto-inhibition impliquant une interaction intramoléculaire de son
domaine GBD. L’interaction de ce dernier avec son partenaire cdc42 active de maniere
transitoire la protéine WASP. Par ailleurs, cette interaction favorise in vitro la
phosphorylation du domaine GBD en améliorant son accessibilité a différentes kinases
(Abl, Lck et Lyn), ce qui stabilise I'état actif de la protéine de maniere plus longue (figure

06b) (115-117).

Ainsi, ces mécanismes de régulations permettent d’établir des systémes tres fins
capables de contréler l'intensité ou la durée de la réponse de la protéine lors de la
transduction du signal. En ce sens, une étude de conception synthétique de protéines
montre que la combinaison de différentes interactions auto-inhibitrices permet
d’obtenir des mécanismes d’activation divers et complexes. Ces protéines peuvent, par
exemple, s’activer soit en la présence simultanée de deux partenaires, soit en la présence
d’'un des deux partenaires domaines. D’autres phénotypes d’activation bien plus
complexes ont été obtenus (Figure 07) (89). L’association et la régulation des domaines
au sein d’'une protéine sont donc cruciales pour la fonction méme de celle-ci ainsi que

pour son implication dans diverses voies de signalisation en fonction des stimuli.
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Figure 07 : Reprogrammation de l'activation de N-WASP par combinaisons synthétiques
de domaines pour controler 'activation de la polymérisation de I'actine.

Dueber et al. ont tenté de moduler l'activation de la protéine N-WASP via des interactions auto-
inhibitrices synthétiques de domaines SH3 et PDZ (89). Plusieurs mécanismes d’activation ont été
construits en utilisant différentes combinaisons de domaines et de ligands intramoléculaires d’affinités
variables. La colonne de droite en montre quelques exemples D’aprés Dueber et al (2004) (92).

D. La perturbation des régulations intramoléculaires

L’'importance de ces mécanismes d’auto-inhibition dans le maintien et le controle des
voies de signalisation d’une cellule est mise en évidence lorsque des mutations qui
perturbent ces mécanismes causent des dysfonctionnements physiologiques a I'échelle
de la cellule ou de I'organisme.

Des mutations de la phosphatase humaine SHP2 (PTPN11), par exemple, suppriment
des interactions auto-inhibitrices entre le domaine catalytique et le domaine N-SH2. Ces
mutations rendent cette protéine constitutivement active et comptent parmi les causes
du syndrome de Nooman, une maladie congénitale causant des anomalies telles qu’une
petite taille, une dysmorphie faciale ou des déficiences cardiaques (118-120). En ce qui
concerne la famille de protéines WASP, une mutation altére le domaine inhibiteur GBD
et active constitutivement la protéine qui cause alors des troubles de neutropénie, ce qui

se traduit par un taux bas de granulocytes dans le sang (121).
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Les virus, orfevres dans l'art de remodeler les voies de signalisation des cellules a leur
avantage, détournent également les propriétés de régulation des protéines. La protéine
v-Src est exprimée par le virus du Sarcome de Rous et est homologue de la protéine
cellulaire Src (ou c-Src). Elle est aussi constitutivement activée du fait du manque de la
queue C-Terminale qui stabilise la forme auto-inhibée (122). Cette perturbation de
I'interaction entre le domaine catalytique et les domaines SH2/SH3 induit a elle seule
'activation constitutive de I'enzyme et la transformation maligne de la cellule infectée

(18, 123).

La compréhension des mécanismes de régulation inter-domaines permet donc de mieux
appréhender la biologie de la cellule et d'éclairer les origines de nombreuses
pathologies. En outre, I'association et la régulation des domaines au sein des protéines
de signalisation ont un impact direct sur leurs propriétés de transduction du signal ainsi
que sur leur implication dans diverses voies de signalisation.

Parmi I'ensemble des domaines existants, les domaines tyrosine phosphatases sont un
bon exemple illustrant ces mécanismes dans la mesure ou leur fonction est dépendante

des domaines avec lesquels elles sont combinées.
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CHAPITRE II - LES PROTEINES TYROSINE PHOSPHATASES

1) Les outils de la phosphorylation des protéines

es phosphoprotéines ont intéressé les scientifiques dés la fin du XIXeme
siecle. Elles ont d’abord été trouvées dans le jaune d’ceuf, pour la

phosvitine (124), ou dans le lait, pour la caséine (125) et elles étaient

ainsi considérées comme les porteuses de nutriments biologiques.
L’activité enzymatique de phosphorylation de protéines a partir du clivage de molécules
d’ATP n’a été décrite pour la premiere fois que dans les années 1950 (126). Enfin,
I'implication de la phosphorylation dans la régulation des protéines fut mise en lumiere
par les travaux fondateurs de E.H. Fisher et E.G. Krebbs (127), pour lesquels ils ont
obtenu le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1992 (128, 129). La
phosphorylation réversible des protéines est désormais reconnue comme étant 'un des
mécanismes majeurs dans les voies de signalisation d’une cellule. Elle peut étre
impliquée dans la transcription et la réplication des genes, les réponses immunitaires, le
développement et la différenciation cellulaires, la transformation oncogénique ou

encore les mécanismes d’apoptose.

On estime que 30% des protéines cellulaires sont phosphorylées sur au moins un résidu
(130). La phosphorylation s’effectue majoritairement sur les acides aminés sérine,
thréonine et tyrosine, et plus rarement sur les cystéine, lysine, glutamate, aspartate,
arginine et histidine. D’apres une étude protéomique sur des cellules eucaryotes, les
phospho-sérines (pSer) représentent environ 86% des phosphorylations, les phospho-

thréonines (pThr) environ 12% et les phospho-tyrosines (pTyr) environ 2% (131).

Bien que la phosphorylation des tyrosines soit minoritaire, celle-ci joue un réle majeur
dans différentes fonctions cellulaires, dont la prolifération, la différenciation, I'adhésion,
la réponse aux hormones et les défenses immunitaires (132). L’émergence des
mécanismes de signalisation liés a la phosphorylation des tyrosines auraient eu une
fonction essentielle dans I'apparition des premiers métazoaires multicellulaires (133-

136). L’état de phosphorylation des protéines dépend des kinases et des phosphatases
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qui, respectivement, fixent et hydrolysent un groupement phosphate sur leurs substrats.
Cette phosphorylation est reconnue par divers modules de reconnaissance, le plus
important d’entre eux étant le domaine SH2.

La phosphorylation des tyrosines existe déja au sein des procaryotes mais est tres peu
développée, avec en moyenne une seule protéine tyrosine kinase (PTK) par espece. Ces
kinases ne sont cependant reliées a celles des eucaryotes ni en séquence, ni en structure,
et elles ont un mécanisme enzymatique différent (137-139). Certains travaux montrent
par ailleurs que « d’anciennes » familles de serine/thréonine kinases, notamment au
sein des champignons, sont capables de phosphoryler des tyrosines (140, 141).

Des protéines tyrosines phosphatase (PTP) homologues de celles eucaryotes se trouvent
en tres faible nombre au sein des procaryotes et des levures. Ces PTP ont un role
fonctionnel limité dans les voies de signalisation telles que celle des MAP kinases (142).
Elles ont néanmoins pu jouer un réle essentiel pour contrebalancer I'action des kinases
précédemment décrites. De plus, la présence de phosphatases spécialisées pour les
tyrosines a pu exercer une pression sélective et permettre 'apparition d'une nouvelle
classe de protéines kinases spécifiques des tyrosines (132).

Les domaines de reconnaissance SH2 ont été identifiés dans des organismes tels que la
levure ou des myxomycetes mais leur nombre augmente significativement dans le
génome de I'espece Monosiga brevivollis (143). Une autre étude génomique a notamment
identifié dans cet organisme la premiére apparition de PTK, orthologue de celles
présentes chez les métazoaires (136, 144). Monosiga brevivollis est 'organisme
unicellulaire le plus proche des métazoaires, du point de vue de I’évolution. La présence
dans cet organisme d’'un systeme de signalisation des pTyr aussi complexe que celui
observé chez les eucaryotes suggere donc que la phosphorylation des pTyr a participé a

I’émergence des organismes multi-cellulaires.

En ce qui concerne le génome humain, on y décompte 518 kinases (145) et 211
phosphatases (146, 147). Alors qu’on aurait pu s’attendre a un nombre équivalent de ces
deux types d’enzymes afin de contrebalancer leurs effets pour réguler de maniere fine la
transduction du signal au sein de la cellule, cette différence peut s’expliquer par le
nombre de combinaisons d’holoenzymes que les serine/thréonine phosphatases (PSP)
peuvent former a partir de sous-unités catalytiques et de nombreuses sous-unités

régulatrices (148). Si on s’intéresse uniquement aux enzymes spécifiques des pTyr, leur
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nombre est quant a lui comparable, car il y a 90 PTP (dont 81 constitutivement actives)

et 108 PTK (dont 85 constitutivement actives) (149).

— PTPs (108) 3
—VH1-like (63)

—LM-PTP (1)

—CDC25C (3)

—Classical PTPs (41) 2

NRPTPs (21)
RPTPs (20)

2 MKPs (12)
__Atypical DSPs (18)
- CDC14s (4)
—PRLs (3)
—MTMRs (14)

L PTENSs (9)
—SSHs (3)

Figure 08 : Classification des phosphatases

Les phosphatases sont divisées en six familles, d’apres la classification
InterPro de leur domaine catalytique. Chaque famille est sous-divisée en
différentes classes en fonction de leurs spécificités de substrats. Le nombre
de phosphatases de chaque famille ou classes est indiqué entre parentheses.

D’apres Sacco et al (2012) (146)

Contrairement aux kinases, issues d'un ancétre structural commun, les phosphatases ont

des origines distinctes et sont réparties en six principales familles qui différent du point

de vue de leur séquence, de leur structure et

possédent des mécanismes enzymatiques

distincts : les lipides phosphatases (LP), les NUDIX phosphatases (NUDT), les phospho-

protéines phosphatases (PPP), les protéines

phosphatases métal-dépendantes (PPM),

les haloacides déshalogénases (HAD) et les protéines tyrosine phosphatases (PTP)

(Figure 08) (146, 149, 150).
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2) Classification des Tyrosine Phosphatases

Les protéines tyrosine phosphatases constituent la plus grande des six familles, en
terme de nombre. Elles sont réparties en quatre classes selon leurs séquences et leurs

préférences vis a vis du substrat (Figure 09) (149).

A Class | Cys-based PTPs SUBSTRATE SPECIFICITY

classical PTPs (38) —— RPTPs (21) PTyr
— NRPTPs (17) PTyr

VH1-like (61)——— MKPs (11) PTyr, PThr

(DSPs) :

—— Atypical DSPs (19) PTyr, PThr, mRNA

— Slingshots (3)
—— PRLs (3) PTyr
—— CDC14s (4) PThr
— PTENSs (5) D3-phosphoinositide:
—— Myotubularins (16) PI(3)F

B Class Il Cys-based PTPs (1)
LMPTP (1) PTyr

C Class Il Cys-based PTPs (3)

CDC25 (3) PTyr, PThr

D Asp-based PTPs (4)

EyA (4) PTyr,

Figure 09 : Classification et spécificité de substrat des PTP.

Le code couleur des familles des PTP est le suivant : Les PTP a cystéine de classe |
(vert), les PTP a cystéine de classe II (Jaune), les PTP a cystéine de classe III
(bleu) et les PTP a acide aspartique (rose pale). La spécificité de substrats de
chaque classe ou sous-groupe est listée a droite. D’apres Alonso et al, (2004)
(149).

Les PTP a cystéine de classe [ :

Cette premiere classe est de loin la plus grande des quatre puisqu’elle comprend
104 des phosphatases sur un ensemble de 112. Elles présentent une grande diversité de
reconnaissance de substrats, partagent un ancétre structural commun et possedent
toutes un mécanisme catalytique qui repose sur une cystéine réactive (PTP a cystéine).
Ces PTP a cystéine sont réparties en deux groupes, les PTP classiques strictement

spécifiques aux pTyr et les PTP a double spécificité, les DSP :
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- Les PTP classiques regroupent les PTP receptor-like (RPTP)
transmembranaires et les PTP cytosoliques ou non receptor-like (NRPTP).
Sur la base d’'une étude phylogénétique, d’alignements de séquence et
selon la nature des séquences adjacentes aux domaines catalytiques, les
RPTP ont été subdivisées en huit sous-groupes (R1a R8) et les NRPTP en

neuf sous-groupes (NT1 a NT9) (figure 10).

Figure 10 : Arbre phylogénique des protéines tyrosine phosphatases classiques.
Elles sont groupées en PTP réceptrices (R1-R8) et PTP non réceptrices (NT1-NT9). Les abréviations de
I'organisation du génome humain pour le nom des genes sont utilisées dans cet arbre phylogénique
(HUGO: http://www.genenames.org/). Adapté de Barr et al (2009) (167).

- Les DSP regroupent un ensemble de PTP avec des substrats tres divers,
allant de I'’ARN messager (ARNm) aux phosphatidyl-inositol-3,4,5-
triphosphate (PI3P) en passant par les D3-phosphate des
phosphatidylinositol-3-phosphate (151), les pSer ou encore les pThr.
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Les PTP a cystéine de classe Il :

La deuxieme classe des PTP est composée d'une seule protéine, la Low Molecular
Weight Protein Tyrosine Phosphatase. Elle est représentée dans l'ensemble des
branchements phylogéniques y compris les plantes, les procaryotes et les archées. Elle
se caractérise par un poids moléculaire inférieur a toutes les autres PTP (18kDa) (152)
et sa structure est similaire a celle des arsenates réductases bactériennes de Bacillus

subtilis (153). Son réle physiologique n’a pas encore été clairement établi (154).

Les PTP a cystéine de classe I1I :

Cette troisieme classe est composée de trois phosphatases cdc25 qui auraient
évolué en détournant la fonction de sulfurtransférase des domaines rhodanéses (155).
Elles ont la méme topologie que ces domaines (156) et ont une double spécificité vis a
vis des pTyr et des pThr. Ces phosphatases ont une fonction dans la régulation du cycle

cellulaire (157, 158) et dans le contrdle de 'apoptose (159).

Les PTP a acide aspartique:

Cette derniére classe differe des trois précédentes par son mécanisme
catalytique. L’hydrolyse du groupement phosphate est dépendante de la présence d’'un
ion magnésium et repose sur un acide aspartique nucléophile. Du fait de cette
particularité, ces protéines appartiennent également a une autre famille d’enzyme : les «
Haloalkanoic Acid Dehalogenase » (HAD) (160). Les quatre protéines Eyes Absent (EyA)
qui composent cette classe sont spécifiques des pTyr et pSer. Elles sont impliquées dans
I'organogenese, notamment pour le développement embryonnaire des yeux chez la
drosophile (161) et celui des muscles, des reins, des oreilles et de la thyroide chez la

souris (162-164).

3) Structure des Tyrosine Phosphatases « classiques »

Ces différentes classes de protéines auraient convergé vers une fonction commune de

phosphatase tout en conservant leurs architectures « ancestrales ». Cette convergence
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est illustrée par la présence de motifs structuraux communs a I'ensemble de ces quatre
classes de phosphatases, qui ne possedent pas la méme topologie structurale. Nous ne
traiterons dans la suite de ce manuscrit que de la premiére classe, les PTP classiques non

réceptrices.

A. Le domaine PTP

Le domaine catalytique des PTP classiques est constitué de 250 a 290 résidus. Son
repliement est composé d’'un cceur de 8 brins 8, fortement déformés et entourés par six
hélices a (Figure 11a) (165). La superposition des structures des PTP classiques illustre
la tres bonne conservation du repliement tertiaire de ces protéines (figure 11b).

Le site catalytique est situé dans une crevasse d’environ 9A de profondeur lui conférant

sa sélectivité pour les substrats contenant des phospho-tyrosines (166).

A B

Deuxiéme site de fixation
aux pTyr

Motif KNRY . /
\ Boucle Q
Ny

Boucle PTP \ C-Ter

Boucle WPD

Figure 11 : Eléments structuraux clés des PTP

(A) Représentation en ruban de la structure de PTP1B (PDB: 2HNP). La boucle WPD est en position
ouverte (violet). La boucle P est en jaune, avec la cystéine réactive indiquée par une sphere. (B)
Superposition de structures cristallines de domaines phosphatases réceptrices et non-réceptrices dans
leur conformation ouverte. PTPN1 (magenta), PTPN6 (vert), PTPN11 (jaune), RPTPa (gris), RPTPu
(rouge) et LAR (bleu). Adapté de Barr et al (2009) et d’aprés Andersen et al (2001) (167, 168).
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B. Caractéristiques structurales

Suite aux premiers séquencages des tyrosine-phosphatases, plusieurs motifs d’acides
aminés, caractéristiques des PTP, ont été identifiés grace a leur tres forte conservation
(168, 169). Un alignement des séquences de la famille des PTP classiques humaines est

présenté en Annexe n°1.

a.  La boucle PTP (Motif n°9)

La boucle PTP, ou boucle P, est le motif caractéristique des tyrosine-phosphatases. Cette
séquence HC(X)sR(S/T) contient des résidus essentiels pour l'activité catalytique de
I'enzyme. La cystéine est essentielle pour la catalyse de la phospho-tyrosine tandis que
'arginine stabilise les différentes étapes intermédiaires de la catalyse. Cette boucle est le
motif le plus important du site actif de 'enzyme. Elle est située au fond de la poche

catalytique.

b.  Le motif de reconnaissance des bhospho-tyrosines (Motif n°1
! Y L

Ce motif est nommé par les acides aminés qui le composent, KNRY. Il détermine la

spécificité de I'enzyme pour les phospho-tyrosines pour deux raisons :

- Il définit la profondeur de la poche catalytique et ne permet donc pas aux
résidus plus courts, tels que les pSer et pThr, d’atteindre le site catalytique (la
boucle PTP) au fond de la cavité.

- Sa tyrosine interagit avec le cycle aromatique de la phospho-tyrosine du

substrat et le stabilise lors de la catalyse.

¢. La boucle WPD (Motif n°8)

La boucle WPD, du nom des trois résidus qui la composent, est un autre élément clé dans
la catalyse du substrat. La fixation du substrat au site actif induit un déplacement

d’environ 10A du résidu aspartique grace au mouvement de I'ensemble de la boucle
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WPD qui passe d’une position ouverte a une position fermée (170). La boucle WPD est

catalytiquement compétente lorsqu’elle adopte une conformation fermée.

d. La boucle Q (Motif n°10)

La boucle Q est définie par le motif QTXXQYXF. Ce motif structural se trouve a l'intérieur
de la poche catalytique et y joue un role crucial lors du mécanisme catalytique.
L’'importance des deux glutamines de ce motif est soulignée par leur tres forte

conservation (> 90%) au sein d’'une région variable.

e. Lt bien d’autres motyfs ...

D’autres motifs conservés ont été identifiés dans I'ensemble des PTP humaines. IIs font
partie pour la plupart du coeur hydrophobe et sont impliqués dans le maintien de

'intégrité structurale de la phosphatase (168). (Annexe n°1)

4) Mécanisme catalytique

Les quatre principaux motifs précédemment décrits sont importants dans la famille des
PTP car ils participent tous de maniere différente et complémentaire aux étapes de la
catalyse du substrat. Ce mécanisme catalytique se décompose en deux étapes (171):

- La premiere étape consiste en I'hydrolyse du groupement phosphate du substrat
et a son transfert sur 'enzyme (Figure 12). Lors de la fixation du substrat, le
motif KNRY participe a la reconnaissance de la phospho-tyrosine. Le groupement
phosphate du substrat est alors stabilisé par la cystéine, I’arginine et un ensemble
de liaisons hydrogene établies avec les groupements amides de la boucle PTP
(172). Le groupement phosphate subit alors une attaque nucléophile par 'atome
de soufre Sy du thiolate de la cystéine. Simultanément, la fixation du substrat
provoque la fermeture de la boucle WPD. L’aspartate de cette boucle alors a
proximité de la pTyr agit comme un acide et protone le groupement hydroxyle de
la tyrosine et permet la liaison covalente du groupement phosphate a la cystéine

de la phosphatase. Suite a cette étape, le substrat est libéré de I'enzyme. La
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catalyse passe ainsi par une étape intermédiaire de phospho-enzyme ou la
cystéine de la boucle PTP est liée covalemment a un groupe phosphate (173).

- La seconde étape est I'hydrolyse de l'intermédiaire cystéinyl-phosphate. La
glutamine N-terminale de la boucle Q stabilise une molécule d’eau, dont le proton
sera accepté par l'acide aspartique de la boucle WPD, aidant ainsi la conversion
de la phospho-Cys vers son état de Cys-S-. L’enzyme libre est ainsi régénérée et le

phosphate inorganique libéré (166, 174).

étape 2 222 phosphotyrosine
t 1 Ser- =
elape Al — F180
‘? HO— : 4,\
= \ = 262 Q
g)‘/gs (0] 0~ _,_,—substrat f’ 9 OH HoN —Gln-
-Cys-S —P.. . 7
a OH y E? 0O- }_i o)
Y - o
-Asp181- [ ] o
X 7 N\ O- N
-Cys-S—P__ + HO~ ,—substrat -Asp— -Cys-S- P
215 4O \— 181 21)/5 o boucle-PTP boucle-WPD

Figure 12 : Mécanisme catalytique des PTP.
La numérotation des acides aminés est celle de la protéine PTP1B. Etape n°1 : formation de I'intermédiaire
cystéinyl-phosphate. Etape n°2: hydrolyse de l'intermédiaire cystéinyl-phosphate. Case de droite:
positionnement du substrat phospho-tyrosine dans la poche catalytique. D’aprés : http://www.ulysse.u-
bordeaux.fr/atelier/ikamer/biocell_diffusion/gbb.cel

Le mécanisme catalytique des PTP est un bon exemple du concept d’« induced-fit », dans
lequel le changement conformationnel de la boucle WPD induit par la fixation du
substrat rend I'enzyme compétente pour la catalyse. L'efficacité catalytique des PTP est
dépendante de la dynamique d’ouverture et de fermeture de la boucle WPD. L’étude
menée récemment par Whittier et al, montre de maniére intéressante que la vitesse de
fermeture de la boucle WPD vers sa position compétente est comparable a la vitesse de

clivage du groupement phosphate du substrat (175).

5) Spécificité et régulation des PTP classiques

La constante de Michaelis (Ku) des PTP classiques pour un pTyr libre est environ 10 000
fois supérieure a celle d’'un substrat peptidique (176). L'interaction entre les résidus
adjacents de la pTyr dans la séquence du substrat et les résidus du PTP contribuent
alors a l'interaction et I'affinité des substrats protéiques. De plus, ces résidus encadrant

la pTyr jouent un réle dans la spécificité de I'interaction avec les PTP (167).
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A. Spécificité intrinseque du domaine PTP

a. Surface électrostatique

Contrairement a la structure tertiaire conservée des NRPTP, la nature des résidus a leur
surface est trés diversifiée. Ainsi, 'ensemble de la surface des NRPTP est variable a
I'exception de quelques zones a proximité du site catalytique (Figure 13) (167). Ces
zones conservées a la surface sont constituées de la boucle KNRY et des glutamines de la
boucle Q (Figure 13, zones A et C). A noter que la boucle WPD n’est pas a la surface de la
protéine (zones D).

A l'inverse, les zones variables autour du site catalytique sont formées par les deux
résidus suivant le motif KNRY (zone B) et par la seconde poche de fixation aux pTyr
(zone F et chapitre suivant) qui participe a l'interaction vis a vis de certains substrats

(167).

pY relczgnltlon \ TN 0.2"-loop-o.1
oop Nl 4 (second-site loop)

Figure 13 : Conservation des résidus a la surface des phosphatases.
(A) Diagramme en ruban de PTP1B avec les motifs clés.

(B) Les résidus conservés des NRPTP sont reportés a la surface de PTP1B. Le code
couleur est le suivant: vert pour les résidus fortement conservés; marron clair
pour les résidus dont les propriétés sont conservées; gris pour les résidus non
conservés. Adapté de Barr et al (2009) (167).
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Cette diversité de surface des NRPTP donne lieu a une hétérogénéité du potentiel
électrostatique de surface (149). Elle s’observe non seulement entre les sous-groupes de
PTP mais également au sein d’'un méme sous-groupe (figure 14). Cette propriété
pourrait participer a la reconnaissance des substrats ou a l'association avec des

protéines régulatrices (167).

Non-transmembrane PTPs

L NT2 &.

X Y

open closed open close open open atypical open atypical
N1(PTP1B)  N1(PTP1B)  N2(TCPTP) N6(SHP1)  N11(SHP2) N9(MEG2) N12(PEST)  N18(BDP1)  N22(LYP)
Yy
NT5 > NT6 qgromn . NT7 NT8q_ v %
- . B DN ?
: g NIXOSL &
A . { qv,.&s :f;'y;‘{")
open open open open close closed open & ‘\\Y a ‘
N3(PTPH1)  N4(MEG1) N14(PTPD2) N21(PTPD1) N13(BAS) N20(TYP) N23(HDPTP) : J k

Figure 14 : Diversité du potentiel électrostatique de surface de NRPTP.

Le potentiel électrostatique est représenté a la surface des NRPTP. Les structures cristallographiques sont
en noir et les modeéles par homologie sont en rouge. Les couleurs de surface couvrent une échelle de +3
kcal/volts (+3= bleu; -3= rouge). La position de la boucle WPD est indiquée sous chacune des structures
de NRPTP. Le potentiel électrostatique de surface est influencé par les conformations, ouverte ou fermée
(open/closed), de la boucle WPD (comparaison de PTP1B ouvert/fermé) mais sur une trés faible surface.
D’apres Barr et al (2009) (167).

b.  Deuxiéme poche de fixation au pTyr

Une deuxiéme caractéristique dans la reconnaissance de partenaires est la présence
d’'un deuxiéme site de fixation des pTyr, situé a proximité du site actif (Figure 15). Ce
site fut identifié pour la premiere fois dans PTPN1 (177). Il permet a cette phosphatase
d’étre spécifique du segment activateur de la kinase IRK (Insulin Receptor Kinase)

possédant deux tyrosines phosphorylées successives (178).

L’identification d’'une poche similaire dans les autres NRPTP est difficile et repose non
seulement sur la conservation des résidus équivalents a I'arginine 24 et 254 et des
résidus 258-259 de PTPN1, mais également sur la topologie de la cavité (Annexe 1)

(178, 179). De plus, la conformation de la boucle reliant les hélices a2 et a1 est cruciale
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car elle permet la fixation d’'une deuxiéme pTyr lorsqu’elle adopte une conformation
partiellement en hélice a (Figure 11). Une étude structurale a classé les PTP classiques
en cing groupes, sur la base de la conservation des résidus clés, de la topologie de la
cavité ainsi que la conformation de la boucle a2 et a1l (Annexe 2) (167). Ce classement
montre que neuf des dix-sept NRPTP font partie de la méme classe que PTP1B et
devraient également étre capable de fixer une deuxieme pTyr.

Cette seconde poche d’interaction participe a la spécificité d’interaction avec différents

partenaires du fait de ces différences entre PTP (179).

49



Introduction - II - Les Protéines Tyrosine Phosphatases

A)
J [
B)
F182 k164 %, R i
R24 pR2U Ry PRZZI
? _jf/ﬁ F"/:’v
;)L\".lmlrh; /|’\ He2 1163 \p\ 1162
4 7
“A217 1 317
160
L) 'y~ Glyl166 Gly1166
pTyr 1163

© pTyrll62 pTyr1163 pTyr1162

Asplie6l Aspl161

Figure 15 :Structure de la phosphatase PTPN1 en complexe avec un peptide IRK
biphosphorylé.

(A) Vue globale du complexe. La boucle PTP (residus 215-222) est colorée en jaune, la boucle WPD
(residus 179-185) en marron, la boucle KNRY (residus 45-49) en violet et la boucle Q (residus 258-262)
en rose. (B) Vue en stéréo montrant les détails de l'interaction entre le peptide IRK biphosphorylé et
PTP1B. (C) Illustration de la carte de densité 2Fo-Fc, a un niveau de 1 o, du peptide IRK. D’apres Salmeen
etal (2000) (178).
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¢. Modifications post-traductionnelles des NRPTP

Les NRPTP peuvent étre sous le controle de diverses modifications post-
traductionnelles. Par exemple, PTPN22 peut étre phosphorylée sur la sérine 35, ce qui
altére sa capacité a inactiver les kinases de la famille Src et a inhiber les voies de
signalisation TCR. Cette phosphorylation pourrait controler la conformation de I'hélice
a2 de PTPN22, et par la méme la topologie d’'une deuxiéme poche d’interaction avec des

partenaires (180).

D’autres types de modifications post-traductionnelles, telles que la sumoylation, la
protéolyse ou encore I'oxydation peuvent controler la fonction des NRPTP (181-183). La
protéine PTPN1 est un bon exemple pour illustrer comment une phosphatase peut étre
soumise au controle d’'un ensemble de modifications post-traductionnelles (Figure 16)
qui conditionnent les partenaires recrutés et les voies de signalisation activées ou

réprimées (184).

Proteolysis
2 Cleavage by calpain
Regulation Sumoylation results in active enzyme.
Phosphorylation Sumo modification at Lys
Phospho-Tyr 152,153 335, 347. Sumoylation A
by IR kinase. inhibits its activity. 0
Phosphorylation A OX|da_t|on » Phosphorylation !
Phospho-Ser 50 ) Reversible ROS-induced Phospho-Ser 352, 386 |
by AKT. ' oxidation at the active site, et - i
' Cys 215, due o low pKa. | in a cell cycle-dependent manner, :
A ' ' A H
= f K335' K347 |
. ER
I 7
] Catalytic domain Pro-rich domain targeting
1 30 S50 Y152 Y153 D181 C215 278  P309 P310 $352 401 435
4 4
IR
t. ic interaction
TiBS

Figure 16 : Organisation modulaire de PTPN1 et ses modifications post-traductionnelles.
[llustration schématique de la composition en domaines et motifs de PTP1B. Elle est composée d'un
domaine catalytique N-terminal (vert), de deux motifs Pro-rich (violet) et d’'un motif C-terminal de
localisation au réticulum endoplasmique (ER) (orange). PTP1B est régulée par la phosphorylation de Yis;
et Yis3, par la phosphorylation de certaines sérine indiquées, par 'oxydation de la C215 du site catalytique,
par la sumoylation de lysines au niveau des motifs Pro-rich et par la protéolyse du motif signal du RE par
la calpaine. D’apres Yip et al (2010) (184).
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B. Role des séquences adjacentes

L’ensemble des caractéristiques précédemment détaillées participe a la spécificité des
domaines NRPTP vis-a-vis de leurs partenaires. Pour exemple, PTPN1 et PTPN2 sont
deux NRPTP qui, malgré leurs fortes similitudes de séquences (72% de similarité pour
leur domaine catalytique), reconnaissent des partenaires cellulaires différents, avec

pour conséquence des fonctions biologiques distinctes (101, 185-188).

En plus des caractéristiques propres a chaque domaine PTP, les fonctions biologiques
des tyrosine-phosphatases sont définies par leurs localisations cellulaires, leurs activités
ou le recrutement de partenaires. Ces propriétés vont dépendre de séquences
adjacentes au domaine catalytique. Parmi les 107 PTP, 79 possédent des séquences
adjacentes (Figure 17)(149). Il est intéressant de constater que la totalité des 38 PTP
classiques en contient. Ces séquences adjacentes sont soit des motifs de reconnaissance,

soit des domaines d’interaction.

Figure 17 : Vue schématique de la composition de tous les membres de la famille PTP
Abréviations : BRO, baculovirus BRO homology; C1, protein kinase C conserved region 1; C2, protein
kinase C conserved region 2; CA, carbonic anhydrase-like; CAAX box, farnesylation signal; CH2, cdc25
homology region 2; CRAL/TRIO, cellular retinaldehyde binding protein/trio homology (Secl4p
homology); FERM, band 4.1/ezrin/radixin/moesin homology; FN, fibronectin-like; FYVE,
Fab1/Yotb/Vaclp/early endosomal antigen-1 homology; Ig, immunoglobulin-like; KIM, kinase interaction
motif; KIND, kinase N lobe-like domain; MAM, meprin, A2, RPTPu homology; PBM, PDZ binding motif; PDZ,
postsynaptic density-95/discs large/Z01 homology; PH, pleckstrin homology (including GRAM domains);
PTB, phosphotyrosine-binding domain; SH2, src homology 2; SH3B, src homology 3 domain binding motif;
SH4, src homology 4 (myristylation signal).coil, coiled-coil domain; GB, glycogen binding; mRC, mRNA
capping; PBM, PDZ binding motif; pepN, N-terminal peptidase- like; PH-G, pleckstrin homology-“GRAM”
domain; Pro-rich, proline-rich; Sec14, Sec14p homology (or CRAL/TRIO). Un rectangle noir représente un
segment transmembranaire et une croix rouge sur un domaine PTP signifie que le domaine catalytique est
a priori inactif. D’apres Alonso et al (2004) (149)
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a.  Localisation cellulaire

Ces séquences adjacentes jouent un réle dans la localisation cellulaire des phosphatases,
restreignant ainsi leur accés a des substrats situés dans des compartiments
intracellulaires ciblés. Le motif signal C-terminal de la protéine PTPN1, majoritairement
composé de résidus hydrophobes, est responsable de l'ancrage de la protéine au
réticulum endoplasmique (189). Cette caractéristique conditionne une de ses fonctions

biologiques, a savoir la déphosphorylation du récepteur a insuline (190-192).

Certains domaines d’interactions sont également responsables de Ia
compartimentalisation cellulaire des PTP. Le domaine d’interaction au cytosquelette et a
la membrane FERM, présent dans PTPN4, PTPN3 et PTPN13 est responsable de la
présence de ces phosphatases a la membrane (193). Autre exemple, Le domaine SEC14
interagit avec les lipides membranaires et permet de ce fait a la phosphatase PTP-MEG2
de se localiser au niveau des vésicules de transport (194, 195). Enfin, le domaine BRO1
est impliqué dans le ciblage des protéines a 'endosome et fait de PTPN23 une protéine

centrale dans le transport endosomal (196, 197).

b.  Recrutement de partenaire

Divers motifs de reconnaissance de protéines sont présents au sein des NRPTP. Les
motifs riches en proline trouvés dans pres de la moitié des NRPTP interagissent avec les
domaines SH3 de partenaires (198). La reconnaissance du motif Pro-rich de PTPN5 par
le domaine SH3 de P130 < permet 'interaction des deux protéines. En 'absence de ce
motif, l'interaction des deux protéines est fortement diminuée, ainsi que Ila
déphosphorylation de p130<as(199).

Un autre motif, celui de reconnaissance aux kinases, KIM (Kinase Interaction Motif)
s'insere dans une poche d’interaction présente dans différentes kinases et procure a

PTPN5 et PTPN7 leur spécificité pour les MAPK (200-202).
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Les domaines d’interaction protéine-protéine associés aux phosphatases participent de
la méme maniere au recrutement de partenaires présentant des motifs consensus. Ainsi,
la famille des phosphatases SHP, PTPN6 et PTPN11 (SHP1 & SHP2) est caractérisée par
la présence de deux domaines SHZ2 qui permettent le recrutement de protéines
contenant des phospho-tyrosines (203). Malgré une méme organisation modulaire, ces
deux protéines ont des fonctions cellulaires différentes qui proviennent du recrutement
de partenaires différents (204).

Enfin, trois PTP sont associées a des domaines PDZ qui participent a la reconnaissance
de leurs partenaires, et de ce fait aux voies de signalisation dans lesquelles elles sont
impliquées (205-207). Ces domaines PDZ et leurs roles dans les PTP seront traités plus

en détail dans un prochain chapitre de cette introduction.

¢. Régulation directe

En plus de participer a la localisation cellulaire et au recrutement de partenaires, ces
motifs ou domaines avec lesquels les PTP sont combinées peuvent également réguler

directement l'activité catalytique des phosphatases.

Un cas des plus intéressants est celui des domaines SH2 de la famille des SHPTP qui, en
plus de leur fonction de recrutement de partenaires, régulent de maniere compétitive
'activité catalytique du domaine phosphatase. En effet, ces enzymes ont un état basal
auto-inhibé ou la poche catalytique de la phosphatase est obstruée par un des domaines
SH2 (109). La fixation d’un ligand sur un ou les deux domaines SH2 leve 'inhibition et
permet de rétablir, au moins partiellement, I'activité catalytique de la phosphatase (208-
210). D'un point de vue structural, le ligand induit la réorientation des domaines SH2 et
libere 'accés de la poche catalytique aux substrats (211). L’état auto-inhibé est crucial
pour le role physiologique de ces phosphatases. En effet, des mutations identifiées chez
des patients atteints du syndrome de Nooman, perturbent le controle de 'activité de
I'enzyme. Ce syndrome, maladie génétique répandue (1:2000 cas chez les nouveaux
nés), cause de nombreux troubles tels que des cardiopathies congénitales ou des
déformations du thorax (118, 119, 212). Des mutations de PTPN11 sont responsables de

ce syndrome dans environ 50% des cas. Elles se situent dans ou autour du domaine SH2
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N-terminal qui obstrue la poche catalytique du PTP. Elles peuvent ainsi, soit faciliter
I'activation de I'enzyme par un ligand pTyr, soit lorsqu’elles sont situées a l'interface
avec le domaine catalytique, déstabiliser la conformation auto-inhibitrice et induire une

conformation basale auto-activée en 'absence de stimulus (Figure 18) (213-217).

PHYSIOLOGICAL
STIMULUS

MUTATION

ACTIVITY REPRESSED IN DISEASE
(BASAL)

FZo%
=

Figure 18 : Mécanisme d’activation de la protéine PTPN11.

Dans I'état basal de PTPN11, le site catalytique est obstrué par des interactions
intramoléculaires avec son domaine N-SH2. La phosphatase peut-étre activée soit
par le recrutement de ligands par les domaines SH2, soit par des mutations au
niveau du domaine N-SH2 ou du domaine PTP situées a leur interface (215).

D’apres Tonks et al (2013) (147)

Un autre type de régulation de I'activité catalytique des phosphatases a été décrit pour
PTPN1. La fixation d’'un dérivé de benzbromarone sur cette phosphatase bloque la
boucle catalytique WPD dans une position ouverte inactive. Cet inhibiteur non-
compétitif interagit avec une poche de régulation allostérique située a environ 20 A du
site catalytique formé par les hélices a3 et a6. L'inhibiteur bloque I'interaction d’'une
hélice atypique (a7) située en C-terminal du domaine phosphatase avec la poche de
régulation allostérique (a3-a6) (Figure 19) (218). Des études de mutants et de
dynamique moléculaire ont démontré I'importance de cette hélice a7 dans le maintien
de l'activité catalytique de PTP1B (219).

L’'implication d’'une poche de régulation allostérique similaire au sein des autres NRPTP

est tres peu étudiée a ce jour. Quelques indices laissent a penser que cette
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caractéristique n’est pas unique a PTP1B. Dans PTPN13, I'hélice a0, située en N-terminal
du domaine PTP a une position équivalente a celle de I'hélice a7 de PTP1B et sa

suppression diminue également I'activité catalytique de la phosphatase (220).

Figure 19 : Régulation allostérique de la protéine PTPN1

La fixation d’'un inhibiteur allostérique sur PTPN1 bloque sa boucle catalytique WPD dans une
conformation ouverte inactive. Illustration de la structure de PTPN1 (bleu) en complexe avec l'inhibiteur
3-(3,5-dibromo-4-hydroxy-benzoyl)-2-ethyl-benzofuran-6-sulfonic  acide 4-sulfamoyl-phenyl)-amide
(appelé « composé 2 » dans Wiesmann et al, 2004) (PDB code 1T49) superposée a la structure de PTPN1
en complexe avec un substrat pTyr (PDB code 1PTV). Seuls les éléments de structure impliqués dans
I'inhibition allostérique sont représentés. En présence de I'inhibiteur allostérique (jaune), la partie C-
terminale de PTPN1 est désordonnée, alors qu’en son absence et en présence d’un substrat pTyr (vert)
dans la poche catalytique elle adopte une structure en hélice-a (7). La fixation de I'inhibiteur empéche
l'interaction entre a3, a6 et a7, ce qui prévient la fermeture de la boucle WPD. D’apreés Tabernero et al
(2008) (221).
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6) Vers une nouvelle vision des phosphatases

Une vision «historique» décrivait les phosphatases comme des enzymes peu
spécifiques vis-a-vis de leurs substrats. Le trés haut degré de similarité des séquences
entourant le site actif des phosphatases leur a valu cette étiquette, au point d’étre
classées comme «undruggable» par les industriels (222). L’ensemble des études
menées a ce jour sur les phosphatases apporte un regard nouveau sur ces enzymes dont
la spécificité de reconnaissance de substrats et leur catalyse peuvent étre soumises a de
multiples régulations, comme nous venons de le voir.

Par ailleurs, les mutations présentes au sein des phosphatases sont impliquées dans de
plus en plus de pathologies comme certains cancers avec PTPN3, PTPN13, PTPN14,
PTPN6 et PTPN11, des maladies auto-immunes telles que la maladie de Graves, le
diabete de type 1 ou l'arthrite rhumatoide qui impliquent PTPN22, et différents
syndromes comme ceux de Nooman ou LEOPARD, dans lesquels des mutations de
PTPN11 jouent un role (143, 214, 223-228).

L’élucidation des mécanismes qui impliquent ces PTP dans des pathologies devient un
enjeu de santé publique grandissant. De nombreuses PTP restent a caractériser,
particulierement en ce qui concerne le réle de leurs domaines autres que catalytiques
dans les fonctions cellulaires. Ceci permettrait d’améliorer notre compréhension des
voies de signalisation des cellules et de donner naissance a de nouvelles pistes
« thérapeutiques ».

Notre étude de PTPN4 s’inscrit dans cette perspective d’'une meilleure compréhension
de la régulation des PTP, notamment via les domaines PDZ qui demeurent peu étudiés a

ce jour dans le contexte des phosphatases.
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CHAPITRE I1I - LES DOMAINES PDZ

_ e domaine PDZ est un module d’interaction protéine-protéine qui a été
NN AR identifié au début des années 1990. II fut d’abord nommé domaine GLGF
W

en référence au motif GLGF conservé dans une boucle de ce domaine

(229). 1l a ensuite pris le nom de « domaine DHR » (Disc large Homology
Repeat) en référence a la protéine DIlg (Drosophila melanogaster Disc large protein) dans
laquelle il fut étudié (230) avant d’étre finalement appelé domaine PDZ (231) initiales
de trois protéines dans lesquelles il a été identifié: PSD-95 (protéine impliquée dans la
signalisation dans la densité post-synaptique), DIg et ZO-1 (Zonula occludens 1) (229,
232,233).

Les domaines PDZ se trouvent majoritairement au sein des protéines des métazoaires
bien que quelques occurrences se relévent chez les levures, les bactéries et les plantes,
suggérant une origine lointaine (234-237). Néanmoins, la fonction de domaine
d’interaction protéine-protéine est remise en doute pour les domaines PDZ identifiés
chez S. cerevisiae et S. pombe en raison d’une faible similarité de séquences avec ceux

d’origine métazoaire (238).

Dans le génome humain, les domaines PDZ sont particulierement répandus avec 270
domaines présents dans 150 protéines différentes ou ils sont présent en 1 a 13 copies
(239, 240). Ceci en fait I'un des domaines les plus abondants chez 'homme (Tableau
n°2). Les protéines contenant des PDZ sont impliquées dans diverses fonctions
cellulaires telles que le maintien de la polarité cellulaire (241), la migration cellulaire
(242), la régulation des jonctions cellulaires (243), la transduction du signal dans les
neurones (244), les processus auditifs et visuels (245) ou encore le controle de
I’homéostasie cellulaire (246). Les PDZ sont majoritairement localisés dans le

cytoplasme des cellules.
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Motif de Nombre

Nom des domaines _ ) . références
reconnaissance identifié
Bromo acLys 42(56) (247)
FERM PIP 30(50) (248)
PDZ Peptide C-terminal 150(270) (50)
SH2 oThr 110(120) (249)
SH3 Pro-rich 217(296) (250)
wWw Pro-rich 44(65) (251)

Tableau 2 : Occurrence de différents domaines dans le génome humain

Pour chaque type de domaine, le motif de reconnaissance est indiqué suivi du nombre de protéines
composées d’au moins un de ces domaines et entre parentheses le nombre total de domaine identifié dans
le génome humain.

1) Structure

La premieére structure tridimensionnelle d'un domaine PDZ - libre et en interaction avec
un ligand - a été obtenue en 1996. Aujourd’hui, on dénombre 373 structures de PDZ
(dont 215 humaines) dans la protéine data Bank (Janvier 2014).

Les domaines PDZ sont globulaires, compacts et composés de 80 a 100 résidus. Leurs
parties N- et C-terminales sont proches I'une de I'autre et situées sur la face opposée au
site de fixation du ligand. Le repliement se compose de six brins antiparalleles 3 (f1-£6)
et de deux hélices a (a1 et a2) (figure 20). La boucle située entre les brins 1 et 2 est
composée du motif conservé X®,Gd,(ou X est n'importe quel acide aminé et ® est un
acide aminé hydrophobe) qui permet la fixation du carboxyle du partenaire (252). Elle
est aussi communément appelé boucle GLGF, nom correspondant a la séquence la plus

largement représentée du motif X®,Gd, (figure 20).
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Figure 20 : Structure des domaines PDZ et leur interaction avec un PBM.

(A) Structure du troisieme domaine PDZ de PSD-95. Les hélices-a sont en rouge et les brin-f sont en
jaune (Code PDB : 1BE9). (B) Structure et détail moléculaire du complexe du PDZ-3 de PSD-95. Le peptide
est en noir et le domaine PDZ en rose. Les atomes d’oxygene sont en bleu, ceux d’azote en rouge et la
sphére rouge correspond a une molécule d’eau. (C) Représentation schématique de la poche de
reconnaissance du peptide en noir, le peptide est en bleu. Les liaisons hydrogéne sont représentées en

pointillés rouges et les interactions hydrophobes sont indiquées par des arcs verts. Adapté de Harris et al
(2001) (27, 238)

2) Mode d’interaction

La découverte des interactions des derniers résidus carboxyles de canaux potassiques
et des sous-unités NR2 du récepteur NMDA avec des domaines PDZ de PSD95 a révélé la
fonction des domaines PDZ en tant que modules d’interaction protéine-protéine (253,
254). Ces études ont établi la fonction la plus commune des PDZ: la reconnaissance

d’une courte séquence située en C-terminal des protéines cibles.

A. Interactions canoniques des domaines PDZ

Par convention, I'acide aminé C-terminal du ligand est en position p(0), ceux en amont
sont numérotés de maniere décroissante de p(-1) a p(-n). La séquence de
reconnaissance du domaine PDZ est communément nommée PBM pour « PDZ Binding

Motif ».
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a.  Description de Iinteraction canomique PDZ-ligand

Initialement, le motif reconnu par les domaines PDZ était décrit comme une courte

séquence de trois acides aminés (253, 254). Bien que peu de temps apres, la résolution

de la structure du domaine PDZ3 de PSD-95 montra que les quatre derniers résidus du

ligand participaient a I'interaction (figure 20) (27), un peptide de seulement trois acides

aminés est suffisant pour interagir avec un domaine PDZ.

Le PBM se fixe dans un sillon étendu formé par le brin $2 et I'hélice .2 du domaine PDZ.

I forme un brin f intermoléculaire; les amides et les carbonyles des liaisons

peptidiques du ligand établissant ainsi un réseau de liaisons hydrogéne avec le brin 32

du PDZ (255).

Dans

La chaine latérale du résidu p(0) de nature hydrophobe s’insére dans une cavité
formée par les résidus hydrophobes de la boucle GLGF, de I'entrée du brin $2 et
du C-terminal de I'hélice a2 (Figure 20) (27). La topologie de cette poche
hydrophobe discrimine la nature du résidu p(0) du ligand en fonction de son
encombrement stérique (256, 257). Le groupement carboxylate du PBM forme un
réseau de liaisons hydrogene avec la boucle GLGF ainsi qu’avec une molécule
d’eau stabilisée par la chaine latérale des résidus conservés arginine ou lysine
située en amont du motif X®,GD,.

La chaine latérale du résidu p(-1) est généralement orientée vers le solvant. Elle
peut, dans certains cas, interagir avec les résidus du brin 2, voire du brin 3
(258-260).

La chaine latérale du résidu p(-2) est en contact direct avec la chaine latérale du
premier résidu N-terminal de I'hélice a2. La nature de ce résidu va étre
déterminante lors de la classification des PDZ.

La chaine latérale du résidu p(-3) interagit avec des résidus situés sur les brins

B2 et $3. La nature de ces derniers est variable d’'un PDZ a un autre.

la majorité des cas, la fixation du PBM induit peu de changements

conformationnels du domaine PDZ. Par exemple, le rmsd (root mean square deviation)
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sur les positions des carbones o est inférieur a 0, 9 A entre la forme libre et complexée

du PDZ3 de PSD-95 (27).

b.  Classification des interactions PDZ-ligand

Les interactions des domaines PDZ avec leurs ligands ont donné lieu a de multiples
classifications. La plus admise a ce jour comporte trois classes. Elle se base sur la
séquence du ligand reconnu par le domaine PDZ et plus particulierement sur la nature

des résidus p(0) et p(-2) du PBM (Table 3) (261). Elle est basée sur différentes études

d’interaction de domaines PDZ avec des librairies de peptides ou avec différents
partenaires physiologiques (261, 262).
Classe Séquence Protéines Protéines a Références
C-Terminale  partenaires domaine PDZ
Classe |
X-(S/T)-X-®.coon  E-S-D-V GluN2A, B PSD95 (PDZ-2)  (254)
E-T-D-V Canal de type (253)
Shaker K+
D-S-W-V P0071 Erbin (263, 264)
d-catenin, ARVCF
D-S-S-L Récepteur f32- NHERF ou (265)
adrenergique EBP50
Q-T-R-L GKAP Shank pr ProSAP (266)
Classe Il
X-D-X-P_coon E-Y-Y-V Neurxin CASK (267)
E-F-Y-A Syndecan CASK, Syntenine (268, 269)
S-V-E-V EphB2 PICK1 (270)
D-V-P-V ErbB2 Erbin (271, 272)
Classe I11
X-(D/E)-X-®.coon  V-D-S-V Récepteur a nNOS (273)
Melatonine
G-E-P-L KIF17 mLIN10 ou (274)

Mintl ou X11

Tableau 3 : Classification des domaines PDZ en fonction de leur spécificité d’interaction
avec des PBM C-terminaux. D’apres Nourry et al (2003) (261).

63



Introduction - III - Les domaines PDZ

* Laclasse n°1 des domaines PDZ reconnait un motif consensus X-(S/T)-X-®-COOH
avec n'importe quel acide aminé en p(-1) et p(-3), une sérine ou une thréonine en
p(-2) et un hydrophobe en p(0). Les PDZ de cette premiere catégorie ont, en
premiere position N-terminale de I'hélice a2, une histidine dont un azote du
noyau imidazole forme une liaison hydrogeéne avec I'hydroxyle de la chaine
latérale S(-2) ou T(-2) (27).

* Les domaines PDZ de classe n°2 ont pour séquence consensus du PBM X-®-X-®-
COOH. A la différence de la premiére classe, on retrouve un résidu hydrophobe en
p(-2). Les PDZ de cette deuxieme catégorie possedent un résidu de nature
hydrophobe en premiére position N-terminale I'hélice a2 qui interagit
préférentiellement avec le résidu hydrophobe en p(-2) du ligand (275).

* La classe n°3 a pour motif consensus X-(D/E)-X-®-COOH. La présence d'une
tyrosine en premieére position N-Terminale de I'hélice a2 du PDZ favorise
I'interaction avec des résidus anioniques, aspartate ou glutamate, en p(-2) du

ligand (273).

Cette classification fut remise en cause a diverses reprises car elle ne prend pas en
compte les acides aminés en amont de p(-2) (276-278). S’il est clair que les trois
premiers résidus forment le motif essentiel a l'interaction, de plus en plus d’études
montrent que des résidus en amont de la position p(-2) peuvent aussi étre impliqués et
modifier son affinité et sa spécificité (50, 279-281). Diverses études structurales

impliquent ainsi des résidus jusqu’a la position p(-7) ou p(-11) du PBM (260, 282).

D’autres classifications plus détaillées ont ainsi été proposées pour caractériser les
interactions PDZ/PBM. Une premiére analyse sur 82 PDZ (28 issus de Caenorhabditis
elegans et 54 de Homo sapiens) répartit les domaines en 16 classes sur la base, cette
fois-ci, des cinq derniers résidus (279). Une autre analyse sur 289 PDZ d’espéces
différentes (<65% d’identité de séquences) a proposé une répartition en 25 classes en
ne prenant compte que la nature de deux résidus clés des domaines, 'acide aminé en
sortie de brin B2 et celui en premiére position N-terminale de 'hélice (283). Aucune
étude ne converge cependant vers un classement universel des PDZ. Cette volonté de les
catégoriser n'est a l'évidence plus adaptée, compte tenu de de la diversité des

interactions des PDZ avec leurs cibles. Il existe par exemple des domaines PDZ capables
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de reconnaitre des PBM de différentes classes, tels que le PDZ-3 de Par-3, capable
d’interagir avec des PBM de classes I et Il ou le domaine PDZ de nNOS qui reconnait des
PBM de classe II et III (275, 284, 285). En ce sens, une étude sur 157 domaines PDZ de
souris et sur 217 peptides issus de ligands naturels conforte cette vision montrant que
les domaines PDZ forment plutét un continuum d’affinités et de spécificités avec leurs

ligands (53).

¢. Prédiction des interactions PD-PBM

Les analyses a grande échelle d’interactions PDZ-PBM qui ont participé a la classification
des domaines PDZ ont également permis le développement d’outils de prédiction des
séquences préférentiellement reconnues par chacun des domaines PDZ (53, 279). Ces
outils de prédiction se basent soit sur des données de structures primaires (53, 286-
288), soit sur des données structurales (289, 290) ou expérimentales, en phage display

(279). Certains utilisent les deux types d’informations (290, 291).

La possibilité de prédire la séquence consensus de reconnaissance relative a chaque PDZ
représente aujourd’hui un challenge important qui permettrait une meilleure
compréhension du réseau d’interaction de ces domaines avec leurs partenaires, ainsi
que de son évolution (292, 293). Il serait alors possible de mieux appréhender I'impact
d’'une mutation au sein d’'un PDZ sur ses interactions avec d’autres protéines et son
éventuelle implication dans une pathologie. Au-dela de la résolution de I'intéractome des
PDZ, cela faciliterait la conception d’inhibiteurs spécifiques comme agents
thérapeutiques ou encore permettrait de mieux comprendre la fagcon dont certains virus,
codant pour des PBM, perturbent les voies de signalisation des cellules a leur profit (62,
97). Cependant, il s’agit d’'un challenge tres difficile au vu de la taille réduite des
séquences reconnues, du nombre tres important de PDZ et de PBM dans la cellule et des

faibles affinités mises en jeu.
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B. Modes d’interactions alternatifs

Les domaines PDZ, comme abordé dans la premiére partie de ce manuscrit, peuvent
interagir avec des partenaires autrement que par le mode canonique d’interaction
précédemment décrit. En effet, certains sont capables de reconnaitre des motifs de
reconnaissances internes, de former des homo ou des hétéro-dimeres ainsi que

d’interagir avec des lipides.

a. Mot interne

Il existe aujourd’hui deux modes d’'interaction démontrés entre un domaine PDZ et un
motif interne a la séquence de la protéine partenaire. Le premier concerne 'interaction
du domaine PDZ de la syntrophine avec la protéine nNOS. Cette derniere posséde un
domaine PDZ avec une extension C-terminale qui adopte une structure en épingle a
cheveux et se loge dans la poche de fixation du domaine PDZ de la syntrophine (Figure
21) (294). Cette structure de nNOS mime la présence d'un résidu hydrophobe carboxyle
terminal avec une phénylalanine interne et permet l'interaction. Le PDZ de la protéine
nNOS forme alors avec le PDZ de la syntrophine un complexe PDZ-PDZ de type « head to
tail ». La protéine nNOS interagit de la méme maniere avec le second domaine PDZ de
PSD95 (295). Une étude menée par Brenman et al a démontré la relevance

physiologique de I'association de ces protéines via leurs domaines PDZ (296, 297).

Le deuxiéme mode a été révélé plus récemment par Penkert et al avec le domaine PDZ
de la protéine PAR6 qui reconnait un motif interne de la protéine PALS1 (Figure 21). La
structure cristallographique du complexe PAR6-PDZ/PALS1 montre que la boucle GLGF
adopte une conformation atypique pour permettre la fixation du motif interne, (rmsd
des atomes du squelette de 7 A par rapport a la structure de PAR6-PDZ en interaction

avec un PBM canonique C-terminal) (298).
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She0 Die-2 het) Site 0 Site -2
PAR-6 PDZ en interaction PAR-6 PDZ en interaction Syntrophine PDZ en interaction
avec un ligand C-terminal avec un ligand interne avec un ligand interne

Figure 21 : Interaction des domaines PDZ avec un motif interne

Structure cristallographique et représentation schématique du mode d’interaction de domaines PDZ en
complexe avec différents ligands C-terminaux ou internes. (A) Domaine PDZ de Par6 en complexe avec le
peptide C-terminal VKESLV.coon (PDB code 1RZX) (B) Domaine PDZ de Par6 en complexe avec un ligand
interne de PALS1 (PDB code 1X8S) (C) Domaine PDZ de la Syntrophine en interaction avec un ligand
interne de nNOS (PDB code 1QAV). Adapté de Penkert et al (2004) ; Ivarsson et al (2012) (298, 299).

Les descriptions d’interactions de domaine PDZ avec des motifs internes sont
aujourd’hui rares, sans doute parce que lidentification de ces motifs est
particulierement difficile. Il est vraisemblable que ce mode d’interaction joue un role
biologique important et soit décrit plus régulierement a I'avenir (300). Une étude par
des expériences de double-hybride chez la levure avec les domaines PDZ de C. Elegans
indique que le nombre d’interaction de domaines PDZ avec des motifs internes de
reconnaissance est aujourd’hui sous-estimée (301). La relevance biologique de ces

interactions reste toutefois a démontrer.

b.  Duménisation

Un autre type d’interaction non canonique des PDZ est la formation d’homo- ou

d’hétéro-dimeres. Plusieurs modes d’auto-association des PDZ ont été mis en évidence.
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Une étude de Utepbergenov et al, montre que les protéines de la famille ZO (ZO-1, ZO-2
et Z0-3) sont capables, in vitro et in vivo, de former des homo- ou des hétéro-dimeres via
leur domaine PDZ-2 (302). Les structures cristallographiques des homodimeres des
domaines PDZ-2 des protéines Z0O-1 et ZO-2 montre un échange intermoléculaire des
brins 2 du site de fixation, chaque domaine restant compétent pour l'interaction avec
un PBM (Figure 22) (303, 304). Il est intéressant de noter que ce mode de dimérisation
permet, in vitro et in cellulo, une interaction spécifique de Z0-1 avec la connexin-43 dont
les résidus en amont de la position p(-3) du PBM interagissent avec une poche formée a
la surface de dimérisation (289).

Dans un autre mode de dimérisation dit « back to back », les domaines PDZ dimérisent
via la surface opposée au site d’interaction au PBM, ce qui laisse ainsi le site
d’interaction au PBM accessible. Le domaine PDZ-6 de GRIP1 et celui de SHANK
dimérisent de cette maniere (Figure 22) (305, 306).

Pour finir, les domaines PDZ des protéines de la famille MAST ou de la protéine GRASP
dimérisent via les brins p2-p3 de leur surface d’interaction (307, 308). Ces domaines

PDZ restent néanmoins compétent pour la fixation a un PBM.

L’état d’oligomérisation des protéines via leur domaine PDZ peut dépendre de la fixation
d’'un PBM. Ainsi, la fixation d'un PBM au domaine PDZ de SHANK induit I'oligomérisation
de la protéine in vitro et in cellulo (309). A I'inverse la protéine GRASP, en I'absence de
ligand, forme des homo-diméres ou homo-tétrameres dans le cytoplasme en fonction de
sa concentration. L’ajout d’'un ligand endogéne de GRASP in vitro déplace 1'équilibre
oligomérique vers le monomere (308). De méme, la fixation d’un ligand au domaine PDZ

des protéines de la famille MAST favorise la forme monomérique (260).
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shank1 PDZ Z0-1PDZ2 GRASP PDZ

Figure 22 : Dimérisation des domaines PDZ.

(A) Structure cristallographique du domaine PDZ de Shankl (code PDB 1Q3P). (B) Structure
cristallographique du dimére du domaine PDZ2 de ZO0O-1 (code PDB : 2RCZ). (C) Structure
cristallographique du domaine PDZ de GRASP (code PDB 2EGO0). Adapté de Ivarsson et al (2012) (299).

Une étude a large échelle a permis d’évaluer la fréquence de ces interactions PDZ-PDZ in
vitro. Des domaines PDZ de souris (157 sur un total de 240) (53) ont été testés sur
micro-arrays pour leurs capacités a former des dimeéres. Cette étude montre que ~30%
des domaines testés forment, en solution, un complexe avec des constantes de
dissociation comprises entre 0,5 et 25uM (310). Ces résultats montrent que la
dimérisation des PDZ pourrait étre un mécanisme répandu dans la transduction du
signal. Si peu de données in vivo viennent a ce jour étayer cette hypothese (296, 303,

309, 311), elles représentent néanmoins un enjeu pour les années a venir (260).

¢.  Motf bipidique

En plus des substrats protéiques, les domaines PDZ sont capables d’interagir in vitro
avec des substrats lipidiques, les phosphoinositides (PIP). Les domaines PDZ-1 et PDZ-2
de la synténine interagissent avec des PIP avec une constante de dissociation proche de
20uM. Les domaines PDZ provenant des protéines PTP-Bas, PAR-3 ou PICK1
interagissent avec des PIP; avec une affinité plus faible, comprise entre 30 et 90 uM
(312). Plus récemment, les domaines PDZ-2 des protéines Z0O-1 et ZO-2 ont été
également décrits comme interagissant avec des PIP avec une constante de dissociation

proche du micromolaire (Kp = 1-2 uM) (313).
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Différentes études a grande échelle alliant approche in vivo et in vitro ont identifié
davantage de domaines PDZ capables d’interagir avec des lipides, suggérant que ce
mode d’interaction n’est pas marginal (314, 315). En effet, il a été récemment montré
que, sur 70 PDZ humains testés, 40% ont une affinité sub-micromolaire pour des
vésicules lipidiques (316). Ces affinités obtenues sont comparables a celles observées

avec des domaines d’interaction lipidiques (317).

Par3 PDZ2 PICK1 PDZ Z0-1PDZ2

Figure 23 : Interaction des domaines PDZ avec des lipides

Les domaines PDZ interagissent avec les PIP de différentes manieres. Le domaine PDZ2 de PAR-3 (Code
PDB 20GP) interagit a la fois avec les charges négatives des lipides grace a des interactions
électrostatiques non spécifiques (Bleu), en pénétrant dans la membrane (résidus impliqués en jaune) et
via un site d’interactions au PIP (en vert) (314). Le domaine PDZ de PICK (Code PDB 2PKU) interagit avec
les lipides membranaires via un motif conservé Cys-Pro-Cys (Jaune) et une surface chargée positivement
(Bleu). Un PBM lié au domaine PDZ est indiqué en rouge. L’analyse de mutagénese du PDZ2 de ZO-1 a
identifié, au niveau de la surface d’interaction au PBM, des résidus basiques importants pour I'interaction
avec des PIP (bleu) (313). D’apres Ivarsson et al (2012) (299).

A ce jour, aucune structure de domaine PDZ en interaction avec des PIP n’est disponible.
Des études d’interaction de PIP avec des mutants de PDZ indiquent cependant que la
surface d’interaction avec les lipides est la méme qu’avec les PBM (Figure 23) (312, 313,
318). De ce fait, la fixation des substrats lipidiques et peptidiques pourrait se faire de
manieére exclusive. Cette propriété pourrait avoir un réle important dans la fonction
biologique de ces PDZ ou la fixation des substrats protéiques se ferait de maniére
compétitive aves les lipides de la membrane plasmique ou de différents organelles de la
cellule (319). La relevance physiologique de ces interactions est aujourd’hui avérée.
L’interaction des PDZ de la protéine Synténine-1 avec les PIP joue un role dans le
recyclage des syndecanes (récepteurs transmembranaires), la propagation cellulaire et

les mouvements directionnels chez le poisson zebre (320, 321). Les domaines PDZ de la
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protéine synténine-2 en interagissant avec des PIP nucléaires, impactent quant a eux la

division ou la survie cellulaire (321).

Il est clair que des études plus approfondies sur l'implication de l'interaction des
domaines PDZ avec les lipides sera nécessaire afin d’apprécier pleinement I'implication

des PDZ dans les processus biologiques de la cellule.

3) Régulation des interactions

Les domaines PDZ sont au cceur du réseau de signalisation de la cellule. Ils recrutent des
partenaires et forment des complexes multi-protéiques. Le nombre important de
domaines PDZ dans le génome humain ainsi que le tres grand nombre de ligands posent
la question de la régulation de 'ensemble de ces interactions qui ont lieu au sein de la
cellule. Cette question est d’autant plus importante lorsque I'on considere la redondance

des courtes séquences PBM ainsi que le recouvrement de spécificité des domaines PDZ.

Le niveau d’expression des protéines est évidemment un facteur primordial de cette
régulation. La concentration intracellulaire va ainsi contréler, en fonction des affinités,
les interactions avec des partenaires dans la cellule. La localisation cellulaire des
protéines contenant des PDZ est également importante pour leur implication dans les
différentes voies de signalisation cellulaires. Leur présence au niveau de la membrane
en font des « médiateurs» privilégiés des protéines membranaires (e. g. canaux ioniques,
récepteurs, etc ...) (244, 322, 323). Les interactions des PDZ avec leurs cibles dépendent
du contexte protéique. La présence de motifs ou de domaines adjacents a un domaine
PDZ module leur fonction. Enfin, diverses modifications post-traductionnelles ou
facteurs environnementaux peuvent intervenir dans la régulation des interactions des

PDZ avec leurs ligands.
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A. Affinité des interactions

L’affinité des interactions mettant en jeu des domaines PDZ avec des substrats
peptidiques, lipidiques ou méme des interactions PDZ-PDZ est de l'ordre du
micromolaire (310, 316, 324). Ceci place les domaines PDZ dans la méme gamme
d’affinités que d’autres types de modules d’interaction tels que les domaines SH2, PTB
ou SH3 (238, 325, 326). Cette affinité moyenne des domaines PDZ pour leurs ligands est
adaptée a leur fonction de transduction et de régulation du signal. Cela implique des
interactions transitoires entre les protéines, et une certaine modulation de la réponse en
fonction des changements de signaux (327).

Le réseau de liaisons hydrogenes, formé lors de la liaison d'un PBM avec un domaine
PDZ, joue un role essentiel dans l'affinité du complexe et plus particulierement celles
formées par le groupement carboxylate du PBM. Lorsque ce dernier est substitué par
des groupements chimiques de natures diverses (amide, alcool, hydrazide ou encore
méthyl-ester) I'affinité du complexe chute de fagon conséquente (d'un facteur 20 a 100)
(328, 329). On constate ainsi par titrage calorimétrique isothermal (ITC) que la
contribution enthalpique, est majoritaire lors d’'une interaction PDZ-PBM reflétant la

contribution majeure des interactions polaires.

B. Modifications post-traductionnelles

Les interactions PDZ-PBM sont, au méme titre qu’un tres grand nombre d’interactions
protéiques, sensibles aux modifications post-traductionnelles réversibles permettant

une régulation efficace de la transduction du signal.

La phosphorylation d’'un résidu au sein du PBM, ou en amont, peut diminuer ou
supprimer l'interaction avec le domaine PDZ. La phosphorylation du résidu en p(-5) du
PBM de LRP4 abolit I'interaction avec les domaines PDZ de PSD-95 et de SAP-97 (330).
Celle du résidu en p(-2) du PBM de la sous-unité NR2B interfere avec la fixation avec
PSD-95 et SAP102 (331). Un autre exemple la phosphorylation du résidu en p(-7) de
ErbB2 empéche la fixation a un deuxiéme point d’ancrage au domaine PDZ de Erbin mais
sans pour autant empécher la fixation du PBM (282). Cette phosphorylation joue
cependant un roéle important car une fois ErbB2 phosphorylée, elle n’'interagit plus in

vivo avec la protéine Erbin (332).
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A Tinverse, la phosphorylation du PBM peut améliorer l'interaction avec un domaine
PDZ. L'interaction du domaine PDZ de NHERF-1 avec la protéine MRP-2 est améliorée
suite a la phosphorylation de la sérine en p(-3) du PBM de cette derniere (333).

La phosphorylation n’est s’ailleurs pas le seul exemple de modification post-
traductionnelle qui régule des interactions PDZ - PBM. En effet, 'acétylation de la lysine

en p(-2) du PBM de PTEN module I'interaction avec ses partenaires (334).

De la méme maniére que des modifications post-traductionnelles des PBM peuvent
modifier I'interaction avec les PDZ, celles des domaines PDZ le peuvent également. La
phosphorylation d'un résidu de I'hélice a2 du site d’'interaction du domaine PDZ de Dlg-
1 interfere, in vitro et in vivo, avec 'interaction du PBM de la sous-unité NR2A (Figure
24A)(335). De la méme fagon la phosphorylation d’'une sérine dans la boucle GLGF du
PDZ-2 de NHERF-1 diminue l'interaction avec les canaux CFTR ainsi que leur activité

(336).

A A _NR2B
NQZB Phosphorylation™
—Nuveoumm — —g—%—u—t—-—
NR2A PSD-95 NR2A
B InaD

Light (UV)

Figure 24 : Modifications post traductionnelles des PBM et des domaines PDZ qui
modulent I'affinité des complexes PDZ/PBM.

(A) Inhibition de l'interaction des domaines PDZ de PSD-95 avec le PBM de NR2A et NR2B due a la
phosphorylation du PBM ou du domaine PDZ (symbolisée par une croix). (B) Suppression de I'interaction
du PDZ-5 de la protéine InaD avec un ligand par la formation d’'un pont disulfure (=ox) dans la poche de
fixation du PDZ-BS. D’apres Lee et al (2010) (252).

C. Facteurs environnementaux

Les domaines PDZ sont également sensibles a divers facteurs environnementaux tels
que des changements de pH ou de force ionique (337). Ces variations peuvent
directement affecter la constante de dissociation de I'interaction d’'un domaine PDZ avec
son ligand en influencant principalement deux résidus conservés des domaines PDZ

(338). D’une part, I'histidine située sur I'hélice a2 des domaines PDZ de classes I, qui
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interagit avec une sérine ou une thréonine en position p(-2) du PBM, est sensible aux
variations de pH. La protonation de ce résidu dans le cas du PDZ-3 de PSD-95 est
responsable de 'augmentation de la constante de dissociation pour ses ligands a bas pH
(338). D’autre part, l'arginine (ou lysine) située sur la boucle GLGF, qui stabilise une
molécule d’eau participant a la fixation du PBM, interagit aussi avec un ion chlorure qui
peut en cas de forte concentration entrer en compétition pour des ligands du PDZ-3 de
PSD-95 (338). La relevance physiologique de cette interaction demeure incertaine.

De tels changements environnementaux peuvent se produire au niveau de la densité
post-synaptique (localisation préférentielle de la protéine PSD-95) lors d’une

hyperpolarisation du neurone ou d’'une ischémie (339, 340).

Un autre facteur environnemental qui influence l'interaction PDZ-PBM est le potentiel
redox intracellulaire. L’équipe de Ranganathan a montré que la protéine INAD,
essentielle dans les cellules photo-réceptrices de la drosophile, posséde un de ses
domaines PDZ (PDZ-5) en deux conformations selon le potentiel redox. La conformation
réduite adopte le repliement structural canonique des PDZ capable de fixer un PBM. La
forme oxydée présente, quant a elle, une poche de fixation au ligand déformée en raison
de la présence d'un pont disulfure intramoléculaire entre deux cystéines de I’hélice a2 et
du brin B3 (Figure 24B). Cette étude montre que I'équilibre entre les deux
conformations du PDZ-5 est dépendant de la lumiére et participe au processus de la

vision de la drosophile (341).

D. Allostérie des domaines PDZ

La fixation d'un PBM peut avoir des répercussions a longue distance a la surface d’'un
domaine PDZ (figure 25) (324, 342). Par exemple, La fixation d'un ligand au domaine
PDZ2 de PSD95 perturbe les résidus des brins 33, p4 et de I'hélice al sans que ces
derniers aient eu de contact direct avec celui-ci (342). Des outils informatiques ont été
développés afin de mettre en évidence les résidus conservés qui pourraient participer a
ces réseaux allostériques (343, 344). Des données expérimentales ont d’ailleurs étayé
cette idée de communication allostérique a travers ces réseaux de résidus conservés

(342, 345).

74



Introduction - III - Les domaines PDZ
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Figure 25 : Transfert d'informations a travers la structure tridimensionnelle.

Représentation schématique du phénomene d’allostérie avec les chemins énergétiques représentés par
des doubles fleches bleues. Les surfaces distales, affectées par la fixation du substrat sont représentées
avec des boules rouges. D’apres Reynolds et al (2011) (345).

De tels mécanismes au sein de modules protéiques peuvent étre un moyen de
communication dans le transfert du signal a d’autres domaines en cis ou en trans. Ce
signal peut se traduire par une modification de I'interaction ou de I'affinité du domaine
« récepteur » avec un ligand (346). Plusieurs études ont mis en évidence une relation
entre la dynamique du domaine PDZ et I'affinité du domaine PDZ pour son ligand (347-
349). Pour certains d’entres eux cette relation est dépendante de la présence

d’extensions supplémentaires au domaine PDZ en N- et/ou C-terminal.

E. Structures additionnelles

Le repliement canonique des domaines PDZ est composé de 5 brins-f3 et deux hélices-
a. Cependant, comme nous venons de le voir, certains domaines PDZ présentent des
extensions N- ou C-terminales. Ces extensions participent a la transduction du signal en
modulant I'affinité des PDZ pour leurs ligands. Une analyse bio-informatique sur la base
de prédiction de structures secondaires estime que ces extensions sont susceptibles
d’étre présentes dans environ 40% des domaines PDZ humains testés (107 sur 267 PDZ
totaux) (240). Jusqu’'a alors négligées lors des études de régulation des interactions des
domaines PDZ avec leurs partenaires, elles sont de plus en plus étudiées. Ces extensions
ont été décrites comme pouvant stabiliser les domaines PDZ, participer a des
assemblages intra- et inter-moléculaires ou encore d’augmenter la surface d’interaction

avec des ligands.
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a.  Extensions stabilisatrices

La présence de structures additionnelles dans certain domaine PDZ contribue a
diminuer la dynamique intrinseque du domaine PDZ et ainsi modifier ses propriétés
d’interaction avec ses ligands.

Le domaine PDZ-3 de PSD95 illustre ce mode de régulation dans lequel une hélice C-
terminale supplémentaire a3 interagit avec ses brins 2-f3 et diminue I'entropie du
systéeme en réduisant la flexibilité de ses chaines latérales, ce qui améliore d'un facteur
21 l'interaction avec son ligand CRIPT (348). Un cas similaire est rencontré pour le
domaine PDZ-2 de NHERF1 qui possede une extension C-terminale structurée en
« hélice-boucle-hélice » qui augmente la stabilité du domaine PDZ ainsi que I'affinité

pour ses ligands (350).

b.  Assemblage macromoléculaire

Ces extensions peuvent également jouer un role dans I'assemblage macromoléculaire
d’une protéine. Par exemple, la protéine Par-6 possede un domaine PDZ qui a la capacité
de fixer des PBM classiques mais également des motifs internes tel que Palsl. Ce
domaine posseéde en N-terminal du brin 1, soit sur la face opposée au site d’interaction
au PBM, une séquence de reconnaissance avec la protéine Cdc42. Lorsque cette protéine
s’y fixe, elle entraine une rigidification de zones hautement dynamiques du domaine PDZ
ce qui a pour conséquence d’augmenter d’un facteur 13 son affinité pour ses ligands tels
que Pals1 ou Par-3 (349, 351).

Ce domaine PDZ a également la capacité de fixer des PBM internes. Il est intéressant de
noter que, in vitro, la fixation de ces motifs internes n’est pas régulée par la formation du
complexe avec Cdc42. Ceci tiendrait de la conformation atypique de la boucle GLGF lors
de son interaction avec un motif interne (298). L’assemblage macromoléculaire du
domaine PDZ, via son extension, peut moduler 'affinité du domaine PDZ pour un seul
type de ligand et ainsi aiguiller la protéine dans diverses voies de signalisation. En
revanche, les travaux de Hurd et al montrent que, in vivo, I'interaction de Cdc42 avec le

domaine PDZ de Par-6 module aussi la reconnaissance du motif interne Pals1 (352).
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¢. Intégrité structurale multi-domaine

Dans certains cas, le maintien de I'intégrité structurale du domaine PDZ est dépendant
de la présence de structures supplémentaires. Le domaine PDZ-4 de GRIP isolé présente
une poche d’interaction déformée et le PDZ-5 isolé est non structuré en solution. Ces
deux domaines adoptent un repliement canonique uniquement lorsqu’ils sont exprimés
en tandem (PDZ4-PDZ5). Cette intégrité structurale du tandem de PDZ est assurée par
deux extensions structurales (353).

Les extensions peuvent également étre indispensables pour former des interactions
intramoléculaires avec un domaine adjacent. Ceci est observé pour une extension N-
terminale en brin § qui permet l'interaction entre le PDZ-1 de I'harmonine et le domaine

hélicoidal N-terminal-1 (ND-1) (354).

d.  Augmentation de la surface d’interaction

Certaines extensions ont aussi un role direct dans l'interaction avec des partenaires.
Dans le cas de 'harmonine, 'extension N-terminale forme un deuxieme point d’ancrage
au PBM et améliore ainsi I'affinité et a la spécificité du domaine pour certains ligands

capable d’interagir avec cette poche, tels que « sans » (354).

La famille des protéines MAGUK est caractérisée par la présence d’'un « supramodule »
PDZ-SH3-GuK, une entité structurale composée des domaines PDZ, SH3 et Guanylate
kinase. Cette topologie fut décrite pour les deux protéines ZO-1 et DLG1 de la famille
MAGUK (355, 356). La séquence hélicoidale en C-terminal du domaine PDZ participe a
'orientation du domaine SH3 au sein du supramodule. Ce dernier est alors positionné en
contrebas de la poche canonique de fixation au PBM et interagit avec le ligand du
domaine PDZ en allongeant la surface d’interaction du PDZ. L’absence des deux autres
domaines SH3 et Guk en aval du domaine PDZ diminue in vitro I'affinité du domaine PDZ

pour ses ligands d’un facteur 10 (356).
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Ces séquences additionnelles longtemps négligées peuvent ainsi tenir des rdles
importants dans la régulation de la reconnaissance de partenaires des domaines PDZ. La
prise en compte des résidus en amont et en aval des domaines PDZ est un point essentiel

pour une meilleure compréhension de la régulation de ces domaines (50).

4) Assemblage multi-domaines

L’association de domaines PDZ entre eux ou avec d’autres domaines permet I'’émergence
de nouvelles propriétés fonctionnelles pour les protéines. L’étude indispensable de ces
multi-domaines, notamment d’'un point de vue structural, se heurte a de nombreux
problemes expérimentaux tant ils sont souvent difficiles a produire, et présentent

fréquemment de fortes propriétés de flexibilité et des problemes de stabilité.

A. Les tandems PDZ-PDZ

Une des caractéristiques des plus marquantes des domaines PDZ est la récurrence avec
laquelle on les retrouve en plusieurs copies dans une méme protéine. Parmi les
protéines humaines contenant au moins un domaine PDZ, 30% en contiennent au moins
deux, et 18% trois ou plus. La protéine MUPP1 est celle qui en contient le plus avec
treize copies. Cette multiplicité au sein des protéines est plus élevée pour les PDZ que
pour d’autres types de domaines de reconnaissance tels que les domaines SH2 ou SH3
(Figure 26).

3-5 >5 . o i .
3-5 Figure 26 : Combinaisons en multiples copies

de domaines dans les protéines humaines

Répartition des domaines de signalisation PDZ, SH2 et
SH3 prédite par protéine par SMART (234). Les
résultats sont classés selon que les protéines
contiennent 1 (gris), 2 (violet), 3-5 (bleu), >5 (Rouge)

SH2 SH3 PDZ copies d'un type de domaine. D’aprés Harris et al
(2001) (238).

Cette multiplicité permet aux protéines composées de nombreux PDZ de former des
plateformes d’interactions pour complexes multi-protéiques. Dans certaines de ces

protéines, deux domaines PDZ s’associent pour former un tandem d’ou émergent des
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propriétés d’interaction propres, différentes de chacun des domaines PDZ isolés ou
méme de la simple somme des deux PDZ (357). Ceci est d’autant plus vrai lorsqu'’ils sont
proches I'un de l'autre, séparés par un court linker. Ainsi, le tandem PDZ-1-PDZ2 de
PSD95 interagit de maniere synergique avec des ligands dimériques et/ou
multimériques. En effet, il possede une meilleure affinité et spécificité vis a vis de
partenaires tels que les récepteurs a NMDA ou les canaux a potassium (244, 358).

Le tandem PDZ2-PDZ3 de PAR-3, en fixant a la fois des PIP et le PBM de PTEN, protéine
tyrosine phosphatase spécifique des PIP, est adapté pour le maintien du gradient de PIP
dans les cellules polarisées tels que les neurones (314, 359).

Enfin, le tandem PDZ1-PDZ2 de la synténine en fixant a la fois des PIP de la membrane et
des PBM de partenaires protéiques joue le role de lien entre les signaux de PIP et de

protéines membranaires (244, 312, 360).

B. Les Supramodules de PDZ

On retrouve également au sein des protéines contenant des domaines PDZ une tres
grande variété de domaines de signalisation. D’aprés une analyse bioinformatique
effectuée par SMART, environ 45% des protéines ayant des domaines PDZ contiennent
au moins un autre type de domaine. Il peut s’agir de domaines de reconnaissance tels
que PTB, PB1, DH, WW, FHA, SH3, PX, FERM, BRO1, LIM ou bien des domaines
catalytiques comme des domaines PTP, protéases, Guk ou des Ser/Thr kinases (liste non
exhaustive) (Figure 27). Cette hétérogénéité de domaines permet aux protéines
d’interagir de maniere polyvalente avec leurs partenaires et de participer de fagon
efficace a diverses voies de signalisation (19). Ces protéines présentent alors autant de
points de régulation dans le systéme trés complexe et imbriqué des voies de
signalisation chez les organismes supérieurs.

Pour certaines de ces protéines, les domaines PDZ forment avec d’autres domaines des
supramodules. Ils sont, au méme titre que les tandems, des entités structurales
distinctes qui ont des propriétés propres d’interaction. Peu de ces supramodules ont été

structuralement caractérisés a ce jour.
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Figure 27 : Exemples de protéines possédant un ou des domaines PDZ.

Cette figure illustre la nature modulaire et la variété des domaines d’interaction protéique. Les domaines
PDZ sont représentés par des ellipses violettes. Sont aussi représentés : Ank, ankyrin repeats; CaM kinase,
calmodulin-dependent kinase (CaMK)-like domain; DIL, dilute domain; FABD, FAD binding domain; FHA,
forkhead-associated domain; GK, guanylate kinase-like domain; L27, domaine initiallement trouvé dans
LIN2 et LIN7; NADB, NAD-binding domain; NO, nitric oxide; PTB, phosphotyrosine-binding domain; RA,
RAS association domain; RapGAP, Rap GTPase-activating protein; SAM, sterile # motif; SH3, Src homology
3 domain; WW, domain ; ZU5, domain présent dans Z0-1 et dans le récepteur netrine UNC5. Les protéines:
Dlg; discs large; GRIP1, glutamate-receptor- interacting protein 1; LIN7, lin7 homologue; LIN10, lin10
homologue; nNOS, neuronal nitric oxide synthase; PICK1, protein interacting with C-kinase 1; PSD-93,
postsynaptic density protein 93; PSD- 95, postsynaptic density protein 95; SAP97, synapse-associated
protein 97; SAP102, synapse-associated protein 102; Shank, SH3 and ankyrin repeat-containing protein;
SPAR, spine-associated RapGAP; S- SCAM, synaptic scaffolding molecule; ZO-1, zona occludens protein 1.
D’aprés Kim et al (2004) (361).
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a.  Supramodules de reconnaissance

Parmi les supramodules de reconnaissance, la protéine a-syntropine posséde un
domaine PDZ et un domaine PH qui interagissent de maniére synergique avec les lipides
et améliore I'affinité du supramodule pour les lipides (362).

Comme nous 'avons vue précédemment, la famille tres étudiée des protéines MAGUK
est caractérisée par la présence d'un supramodule PDZ-SH3-Guk. Elle comprend de
nombreuse protéines telles que ZO-1 a Z0-3, MPP-1 a MP-7, CASK, DLG-1 5 et CARMA-1
a -3 (Figure 28). Nous avons vu que l'affinité du domaine PDZ pour certains partenaires
est dépendante de la présence des domaines adjacents SH3-Guk dans la famille MAGUK.
De maniere réciproque, 'interaction du partenaire GukHolder de la protéine DLG avec
les domaines SH3-Guk est elle méme dépendante de la présence du domaine PDZ au sein
du supramodule et de la fixation d'un PBM (363, 364). Cette régulation intramoléculaire
n’est pas due a de simples effets de géne stérique mais a des propriétés particulieres de
liaisons des partenaires au sein du supramodule (356, 363). Ceci est un trés bon
exemple pour illustrer comment des propriétés d’interactions propres émergent de

'association de différents domaines au sein d’'un supramodule.
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Figure 28 : Organisation en domaine des protéines MAGUK et structure du complexe Z0O-1
PDZ3-SH3-GuK/peptide Cx4.

(A) Schéma sur I'organisation en domaine des protéines MAGUK. Le « supra domaine » PDZ3-SH3-Guk est
mis en évidence avec un carré en pointillés. (B) Structure du complexe Z0-1 PDZ3-SH3-GuK/peptide Cx45.
Le domaine PDZ3 est indiqué en orange, le domaine SH3 en bleu, le domaine Guk en vert. Le cinquieme
brin du domaine SH3 et le brin suivant du domaine Guk sont représentés en magenta et le peptide Cx45
en rose. D’apres Pan et al (2011) (356).
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b.  Supramodules a actwité catalytique

Certains domaines PDZ sont également associés a des domaines catalytiques. Le seul
exemple connu a ce jour de régulation catalytique par des domaines PDZ est celui de la
famille de sérine-protéases HtrA, impliquée dans le processus de contrdle et de
dégradation des protéines mal repliées ou endommagées chez les bactéries et
organismes eucaryotes. HtrA est composée d’'un domaine protéase et de un ou deux
domaines PDZ.

La protéase DegS d’E. coli de la famille HtrA est inhibée de facon allostérique par son
domaine PDZ adjacent et la fixation d’'un PBM rétablit I'activité enzymatique (365). Cette
régulation a également été démontrée pour des protéines homologues bactériennes et
humaines (366-369). Bien que plusieurs structures de ces protéines aient été obtenues
sous différentes formes, Apo ou Holo, le mécanisme moléculaire sous-jacent a cette
régulation est tres complexe et n’est pas encore pleinement compris, d’autant que
certaines de ces protéases adoptent différents niveaux d’oligomérisation, via des
interactions PDZ - PDZ intermoléculaires, dont va dépendre l'activité enzymatique

(370).

5) Vers une nouvelle vision des domaines PDZ

La prédominance des domaines PDZ dans les métazoaires indique qu’ils ont évolué en
réponse a la complexification des voies de signalisation dans les organismes
multicellulaires. Ils participent a la transduction du signal via le transport, la localisation
et 'assemblage de complexes multi-protéiques. Ces fonctions prennent origine dans la
multiplicité des domaines PDZ au sein des protéines, leur association avec d’autres
domaines d’interaction, ainsi que leur capacité a s’oligomériser. Ils jouent le role de
plateformes d’interaction et participent a la ramification des voies de signalisation
(371).

L’ensemble des interactions impliquant les domaines PDZ est soumis a de nombreuses
régulations. Ces domaines sont ainsi autant des acteurs que des régulateurs, aussi bien

spatiaux que temporels, de la transduction du signal.
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Ces dernieres années, I'étude des domaines PDZ au sein de supramodules alimente cette
vision. Ces organisations multi-domaines conférent aux protéines des fonctions
spécifiques et uniques. L’étude future des domaines PDZ au sein de ces organisations
modulaires permettra certainement de faire émerger de nouvelles propriétés

structurales et fonctionnelles.

Notre étude s’inscrit dans cette 'optique d’'une meilleure compréhension du role joué
par les domaines PDZ sur 'activité d’'une protéine lorsqu’ils sont associés avec d’autres
domaines, et notamment des domaines catalytiques comme dans le cas de la tyrosine

phosphatase PTPN4 .
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CHAPITRE IV - PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE -
MEGAKARYOCYTE 1 (PTP-MEG1 oU PTPN4)

a protéine PTPMeg1 fut identifiée dans des cellules de la moelle osseuse

L0

wl

dont elle tient son nom, les Megacaryoblastes (372). Elle fut ensuite

(S
~

nommée PTPN4 dans une revue qui référenca 'ensemble des PTP alors

identifiées (149). Composée de 926 acides aminés, elle possede une
masse moléculaire de 105 910 Da. Le géne codant pour cette protéine est situé sur le
chromosome 2q14.2 (373). Elle ne contient pas de segment transmembranaire et
appartient a la famille des protéines tyrosine phosphatases non-réceptrices (E.C
3.1.3.48) (149). Cette protéine est composée d’ un ensemble de domaines et de motifs

qui participent a ses fonctions biologiques.

Il existe une protéine homologue a PTPN4 qui partage la méme composition en
domaines et en motifs mais qui possede des fonctions biologiques différentes. Cette
protéine, PTPN3 sera traitée de maniere succincte et en parallele a PTPN4 dans le but de

compléter notre vision de PTPN4.

1) Organisation structurale de PTPN4

PTPN4 est composée de 3 domaines identifiés et d’'un domaine proposé sur la base
d’alignements de séquences. Les trois domaines identifiés sont un domaine FERM en N-
terminal, un domaine PDZ central et un domaine catalytique PTP en C-terminal de la
séquence. Le domaine supposé est un domaine FA en aval du domaine FERM (Figure
29). PTPN4 est également composée d'un ensemble de motifs, tous situés au centre de la
protéine entre le domaine FA et le domaine PDZ. Ces derniers sont des motifs Pro-rich
de fixation au domaine SH3, des motifs de clivage PEST et différents sites de
phosphorylation qui, une fois phosphorylés, peuvent former des sites de fixation au

domaine 14-3-3 (Figure 30).
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Figure 29 : Organisation en domaine de la protéine tyrosine-phosphatase PTPN4.

Le domaine FERM (noir) est en position N-terminale, suivi du domaine supposé FA (vert), le domaine PDZ
(rouge) est situé au milieu de la protéine et le domaine tyrosine phosphatase (bleu) en position C-
terminale.

PTPN3 présente quant a elle la méme organisation en domaine, a l'exception du
domaine FA (374). PTPN4 posséde avec elle une identité de 54% sur '’ensemble de la
séquence. L'identité de séquences est de 64% pour leurs domaines PTP, 71 % pour leurs
domaines PDZ et 55% pour leurs domaines FERM (375, 376).
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Figure 30 : Localisation des sites fonctionnels sur la séquence de PTPN4.

Les motifs apparaissent selon le code couleur suivant : motif PEST (gris), motifs de fixation aux domaines
SH3 (orange), motif potentiel de fixation aux domaines 14-3-3 (souligné en ondulé) et des sites de
phosphorylation identifiés chez 'homme (souligné en gras) et chez la souris (souligné en pointillé). Les
domaines de PTPN4 sont représentés dans le code couleur suivante : FERM (gras), FA (vert), PDZ (rouge)
et PTP (bleu).

Il est intéressant de noter que chez Monosiga brevicollis ou fut identifiée la plus
« ancienne » des tyrosines kinases*, l'une des 4 phosphatases (parmi les 39 PTP)
orthologues aux PTP humaines est apparentée a PTPN4 et PTPN3. Ces phosphatases ont

donc été conservées a la seule différence que la protéine parente de M. brevicollis

possede deux domaines PDZ (136).

! Voir page 30.
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A. Les motifs de reconnaissance

a. Sute de protéolyse

La protéolyse joue un rdle important dans la régulation des protéines au sein de la
cellule. Elle participe non seulement a la dégradation des protéines intracellulaires pour
réguler le turn-over des protéines, mais aussi a I’activation de certaines protéines (377).
La présence de motifs riches en proline, glutamate, sérine et thréonine (PEST) favorise
leur dégradation. Plusieurs protéines possédant ce motif ont été décrites comme ayant
une durée de demi-vie courte, inférieure a une ou deux heures (Figure 31) (378). Ces
motifs PEST sont reconnus par différentes protéases telles que les caspases, la calpaine
ou encore par le protéasome (379, 380).

PTPN4 comprend un seul site PEST potentiel (378, 381). Il est situé entre les domaines
FERM et PDZ (résidus : 436-461).

HOW DO 1 KNOW You'RE A PEST, Kip?
17’5 WRITTEN ALL OVER You!

e _ Cuthim!

U be quittin’

this life, boy.

Figure 31 : Sensibilité des motifs PEST a la protéolyse. D’aprés Rechsteiner et al (1996) (377).

PTPN4 est protéolysée in vitro par la trypsine et libére un fragment d’environ 55 kDa. Le
poids moléculaire de ce fragment correspondrait a un clivage au sein du motif PEST qui
contient des sites de coupure a la trypsine (381). Ce fragment comprend le domaine PDZ
et le domaine PTP et possede une activité catalytique sept fois supérieure a celle de la

protéine entiere. Cette partie C-terminale correspond a une forme active de PTPN4.
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La calpaine, protéase a cystéine cytosolique et dépendante du calcium, clive et active in
vitro et in vivo la protéine PTPN4. Ce clivage a lieu dans des plaquettes en réponse a un
ionophore a calcium ou un agoniste de la calpaine, la thrombine (381). La partie N-
terminale de PTPN4 comprenant le domaine FERM a une fonction inhibitrice sur

I'activité catalytique de la phosphatase.

Si on se réfere au cas de PTPN3, sa protéolyse par la trypsine augmente également son
activité catalytique par un facteur 5 a 10. La trypsine génere un fragment d’environ 39
kDa incluant uniquement le domaine PTP et un fragment d’environ 50 kDa comprenant
le domaine phosphatase et probablement le domaine PDZ. Au moment de la découverte
de ces résultats le domaine PDZ n’avait pas été identifié. L’activité mesurée lors du test
de protéolyse ménagée est corrélée avec l'intensité de la bande de 39 kDa. Le fragment
le plus actif de PTPN3 est donc celui qui correspond au domaine PTP (382). Les
séquences situées en amont du domaine phosphatase de PTPN3 semblent ainsi jouer un

réle dans la régulation de I'activité catalytique de la phosphatase.

b.  Stiles de phosphorylation

Dans des cellules d’insectes Sf9, PTPN4 est phosphorylée sur des sérines et thréonines,
mais aucune phosphorylation sur des tyrosines n’a été caractérisée. Les sites de
phosphorylations se situent entre le domaine FERM et le domaine PDZ, entre les acides
aminés 386-450 et 413-473. On évalue de 1 a 2 mol de phosphate par mol de protéine
(381). PTPN4 peut étre phosphorylée in vitro par la kinase C (PKC), une protéine kinase
activée par des mitogenes (MAPK), la kinase dépendante de la Calmoduline (CaM) et la
protéine kinase A (PKA) dont l'activité est dépendante de la concentration d’AMP
cyclique. Ces phosphorylations ne modifient pas l'activité catalytique de PTPN4 (381).

Plus récemment, des phosphorylations de PTPN4 furent identifiées a la fois chez

I’homme et la souris, dans le cadre d’études protéomiques par spectrométrie de masse.

L’ensemble des sites de phosphorylation est regroupé dans la figure 32 et le tableau 4.
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Figure 32 : Phosphorylations identifiées de PTPN4
Les sites de phosphorylations identifiés chez 'homme sont indiqués en rouge et ceux identifiés chez la
souris en noir. D’apres Phosphosites.

Sites Humain Sites Souris Références
Y217° TARTLELY"GVEFHYA Y217 AARTLELYGVEFHYA (383)
Y2237 LYGVEFHYPARDQSNN  Yiy3  LYGVEFHYARDQSNN (383)
So28F FHYARDQS"NNEI M G S228 FHYARDQSNNEI LI G (384)
Sz3gP  EIM GUMB'GG LI YK Sy3g  EI LI GUMBGG LI YK (384)
Y244P MSGG LI YPKNRVRWN Y244 MSGGE LI YKNRVRIWN (384)
S377 VEVVSRNSI SDDRLE S377° VEVVSRNS’LSDDRLE (385)
T396 PSRSPPGTPNHRNST ~ T306P  PSRSPPGTPPNHRNSS (386)
Ta03 TPNHRNSTFTQEGTR T403P TPNHRNSS’FTQEATR (387)
S474 PKQSKKNSVWNQI HYS  S474P7  PKQSKKNS"WNQI HFS (387)
Sug3 NQ HYSHSQQDLESH  Sig3?  NQ HFSNS’QQDLVTH (387)
Toz21 EGFVKPLTTSTNK ooy To21P EGFVKPLTPTSSNK ooy (384)

Tableau 4 : Phosphorylations identifiées de PTPN4

Les séquences des sites de phosphorylation identifiées chez 'homme et la souris. Les sites de
phosphorylation sont indiqués en bleu. Données Phosphosites.

Bien que diverses phosphorylations aient été identifiées sur PTPN4, aucune n’a encore

été impliquée dans une interaction avec un partenaire, une voie de signalisation, ou un

quelconque phénotype.

¢.  Motifs riches en proline

PTPN4 présente deux motifs pro-rich (389-397 & 462-468) susceptibles d’interagir avec
des domaines SH3 (381). Ces deux motifs sont situés entre le domaine FA et le domaine
PDZ.

Deux des phosphorylations de PTPN4 (T396P & T403P) sont situées dans ou a proximité
du motif N-terminal de fixation au domaine SH3 (P3goSRSPPGTP397). La phosphorylation

de résidus au niveau de ces motifs empéche la fixation du partenaire (388, 389). Elle
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pourrait alors jouer un réle dans la régulation de l'interaction de PTPN4 avec des
partenaires et ainsi controler I'activité de la phosphatase PTPN4.

Une étude de criblage a haut débit a identifié plusieurs interactants possibles pour le
deuxiéme motif Pro-rich de PTPN4 (K461PPALPPKu46g) (390). L'un de ces interactants est
le domaine SH3 de la kinase Fyn qui pourrait étre impliquée dans le contréle de la
plasticité synaptique en phosphorylant un récepteur a glutamate grace a son interaction
avec PTPN4 (207). Un partenaire endogene de ce motif a été récemment identifié, le

premier domaine SH3 de la protéine Crk-I, (391).

d Site 14-3-53

PTPN4 posséde un site consensus de fixation au domaine 14-3-3 (R-S-X-S-X-P)
RSPS360KP situé en aval du domaine FA. Néanmoins, aucun exemple de complexe
impliquant PTPN4 avec un domaine 14-3-3 ni méme de phosphorylation de la sérine
360 de PTPN4 nécessaire a linteraction avec un domaine 14-3-3 n’ont encore été
observés. PTPN3 interagit quant a elle in cellulo avec la protéine 14-3-3f3, composée d'un
domaine 14-3-3. Cette interaction dépend principalement de la phosphorylation de deux
sérines (RSLS359VE et RVDSgs3EP) (392). Le second de ces sites présent dans PTPN3
n‘est pas conservé chez PTPN4. Cette différence pourrait participer dans la

différenciation des fonctions de ces deux phosphatases.

B. Les domaines de PTPN4

a. Le domaine FERM

Le domaine FERM porte le nom des protéines dans lesquelles ce domaine fut identifié :
protéine Four.one, Ezrin, Radixin, Moesin (35). Constitué de 200 résidus, sa masse
moléculaire est d’environ 30 kDa. Il est composé de trois sous-domaines, les lobes -N, -a
et -C (ou encore lobes A, B et C) qui ont chacun une structure différente et adoptent
ensemble une forme en feuille de trefle (Figure 33) (393). Le lobe A partage des

caractéristiques structurales avec I'ubiquitine. Le lobe B contient quatre hélices-a et est
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homologue des protéines de fixation de l'acyl-CoA. Enfin, le lobe C possede des

similarités de séquence avec les domaines PH ou PTB (394, 395).

Figure 33 : Organisation structurale du domaine FERM.

(A) Structure en ruban d’'un domaine FERM (PDB code : 1GG3). Les trois lobes (A, B et C) y sont indiqués.
(B) Surface du domaine FERM illustrant les sites d’interaction avec la protéine Band 3 (B3), la
glycophorine C (Gpc) et p55. Le code couleur dans (A) et (B) est le méme et correspond aux mémes
séquences. D’apres Baines et al (2014) (396).

Ces trois sous-domaines conferent au domaine FERM une large polyvalence
d’interaction avec des partenaires de natures diverses, protéique ou lipidique. Chaque
domaine a ses propres propriétés d’interaction. Dans le cas de la protéine 4.1, le lobe A
interagit avec I’échangeur d’anions AE1 (bande E3), le lobe B s’associe avec la protéine
p55 et le lobe C avec la glycophorine C (GPC) (Figure 33) (397, 398). Par ailleurs, le motif

YRKS situé dans le lobe C est nécessaire pour la reconnaissance de la phosphatidylsérine

et joue ainsi un role dans la localisation cellulaire de la protéine 4.1 (399).

L’interaction du domaine FERM avec ses partenaires est soumise a divers mécanismes
de contréle qui dépendent de sa phosphorylation ou de la fixation de protéines ou de
lipides. Par exemple, le domaine FERM de la protéine 4.1 contient deux sites de fixation
a la calmoduline, 1'un dépendant et I'autre indépendant a l'ion Ca2*, qui va moduler

'interaction avec 'échangeur d’anions AE1 ou la GPC en fonction du site occupé (400-
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402). Dans le cas des protéines ERM, la forme hypo-phosphorylée du domaine FERM
adopte une conformation « fermée » qui masque le site de fixation a I'actine et a CD44
(403). La phosphorylation de ce domaine sépare les lobes A et C et induit une
conformation « ouverte », capable d’interagir avec 'actine et avec d’autres protéines
(404). Enfin, la fixation de la téte polaire de PIP, avec une gouttiére basique située a la
jointure des deux lobes A et C modifie la structure de FERM et masque le site de fixation
pour des molécules d’adhésion cellulaire telles que ICAM1-3 et L1 sur le lobe C (405,
406).

Ces domaines FERM jouent un role important dans la localisation cellulaire des
protéines. Du fait de la diversité de leurs partenaires, ils représentent une plateforme
d’interactions faisant le pont entre les protéines de signalisation intracellulaire, des
protéines du cytosquelette et la membrane plasmique. Ils participent ainsi a
I'organisation de la structure du cytosquelette et coordonnent la formation de

complexes de signalisation (407).

FERM est présent dans de nombreuses protéines et peut étre classé, sur la base de
I'identité de séquence, en cing familles : protéine 4.1, protéine ERM, protéine talin-
related, PTPH (pour PTPH1, premier nom de PTPN3) et novel band 4.1-like proteins 4
(NBL4) (35, 408). PTPN4 et PTPN3 appartiennent a la famille « PTPH » des FERM, avec
trois autres protéines encore non caractérisées NBL1, NBL2 et NBL3 (409). D’autres
NRPTP contiennent un domaine FERM telles que PTPN13, PTPN21 et PTPN14 (376,
410). Le domaine FERM de PTPN21 ne partage néanmoins que 30% d’identité de
séquence avec les domaines FERM de PTPN3 et PTPN4, alors que les domaines FERM de

ces deux dernieres partagent 55 % d’identité de séquence (376)
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PTPN3 PTPN3 AFERM

PTPN4 PTPN4 AFERM

noyau

Cytoplasme Cytoplasme

~=Membrane
plasmique

Figure 34 : Localisation cellulaire de PTPN4 et PTPN3 dans des cellules Jurkat T.
Microscopie confocale de cellules Jurkat transfectées avec les phosphatases étiquetées HA et marquées
avec des anticorps monoclonaux FITC anti-HA (a - d). Afin de visualiser la différence entre PTPN4 et
PTPN4 AFERM, deux régions encadrées (c & d) sont agrandies. D’apres Gjorloff-Wingren et al (2000)
(193).

Ces domaines jouent un role dans la localisation cellulaire de PTPN3 et PTPN4. Dans des
cellules Jurkat, elles sont localisées dans le cytoplasme et a la membrane plasmique.
Apres suppression du domaine FERM, les deux phosphatases sont exclusivement
cytoplasmiques (Figure 34) (193). Ceci fut également observé pour une protéine (PTP-
FERM) homologue chez C. elegans (411).

Le domaine FERM joue parfois le role de régulateur intramoléculaire. Dans le cas de la
kinase FAK, l'interaction du domaine FERM avec le domaine Kinase inhibe son activité
enzymatique et perturbe la reconnaissance de partenaires (248). Il a été proposé que la
partie N-terminale de PTPN4 et PTPN3 comprenant le domaine FERM joue lui aussi un
réle dans la régulation de I'activité catalytique a travers un mécanisme intramoléculaire.
Le clivage in vitro et in vivo de PTPN4 entre le domaine FERM et le domaine PDZ active

'activité catalytique (381, 382) mais aucune donnée sur cette possible régulation

intramoléculaire n’est encore disponible aujourd’hui.
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Les domaines FERM peuvent également interagir avec différentes protéines, mais aucun

partenaire des domaines FERM de PTPN4 ou de PTPN3 ne sont connus a ce jour.

Lors de la découverte du domaine FERM par une étude de protéolyse ménagée de la
protéine 4.1R, un domaine adjacent a été également découvert, produisant un fragment
de 16kDa (412). Sur la base d’ alignements de séquences on constate que ce fragment
présente une similarité de séquences avec des régions en aval de domaines FERM
d’autres protéines de la famille 4.1 ainsi qu’avec d’autres protéines humaines (Figure
35) (413). Il fut ainsi nommé « domaine adjacent aux FERM » (FERM Adjacent; ou
domaine FA) (413).

(/\) PKC A (E3)
41 HUMAN 1K 35I| FRYSGRT S0 D P ER
E41L1_HUMAN
E41L2_HUMAN (a) FERM FA SAB_| CTD
E41L3_HUMAN
41DROME
QITVI9
Q86WPS
Q8NBG4
QI9VKY7
P91092
PTN4_HUMAN
QSWOR3

PTP1_CAEEL
Q9Y4F1
Q91vss
Q9VNes
E41LA_HUMAN
E41LB_HUMAN
E41L5_HUMAN
Q62ZUT3
QoVoY3
Q9VFUS
Q9GP93
017905
Consensus/65%
jpred
Disopred
Jnet_25

Figure 35 : Conservation d’'un domaine FA en C-terminal de domaine FERM de différentes
familles de protéines.

(A) Alignement de séquences de protéines issues de 'homme, de la drosophile et du nématode. Les
séquences présentées ici sont toutes adjacentes en C-terminal a des domaines FERM. La présence du motif
consensus de la kinase PKA et PKC sur la protéine humaine 4.1R est indiquée. Les astérisques indiquent
des phosphorylations physiologiques de la protéine 4.1R. Les prédictions de structures secondaires sont
représentées en dessous de l'alignement. Jpred : E correspond a des prédictions de feuillets , H a des
hélices a. Disopred : * correspond a des régions prédites comme désordonnées. Jnet: B correspond aux
régions inaccessibles au solvant.

(B) Exemples de classes de protéines contenant des domaines FA. Illustration schématique de
I'organisation en domaines des protéines. (a) Famille des protéines 4.1 qui peuvent présenter en C-
terminal un domaine CTD. (b) Un groupe de protéines peu caractérisées qui possédent un domaine FERM,
un domaine FA et un segment trans-membranaire en C-terminal. (c) La protéine tyrosine-phosphatase
non-réceptrice PTPN4 humaine. Le domaine FA n’a pas été identifié dans les autres NRPTP qui
contiennent un domaine FERM (PTPN3, PTPN13, PTPN21, PTPN14). (d) CDEP est un facteur d'échange
nucléotidique pour des protéines GTPase de la famille Rho. (e¢) Un ensemble de protéines ne possédant
pas de domaines supplémentaires identifiables par SMART. Celui-ci comprend les protéines Band 4.1-
like 5 et NBL-4. D’aprés Baines et al (2006) (413).
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Ce domaine possede des sites de phosphorylation reconnus par PKA ou PKC qui,
lorsqu’ils sont phosphorylés, diminuent l'interaction du lobe B avec certains de ses
partenaires (GPC, Duffy et XK) (414-416). 1l aurait ainsi un rdle dans la régulation de la
fonction du domaine FERM. Il n’est cependant pas présent de maniere systématique
dans les protéines contenant des domaines FERM. Celles qui contiennent ce domaine FA
forment ainsi une sous-classe des protéines a domaine FERM. Parmi les tyrosine-
phosphatases possédant un domaine FERM, seule PTPN4 posséde un domaine FA. Méme
sa plus proche homologue, PTPN3, ne présente aucune homologie de séquence avec un
domaine FA. Nous ne connaissons néanmoins que peu de choses sur ces domaines FA
tant du point de vue structural que du point de vue de la régulation des fonctions

biologiques des protéines.

b.  Le domaine PDS

Le domaine PDZ de PTPN4 appartient a la Classe I et reconnait ainsi le motif consensus
X-(S/T)-X-®-COOH. Il n’'interagit pas ou avec une tres faible affinité (>1 mM) avec des
PBM de la classe II (259).

Sa structure sans ligand a été résolue par RMN dans le programme de
Génomique/Protéomique Structurale RIKEN au Japon (PDB code: 2CS5). Un second
groupe de génomique structurale a Toronto au Canada a résolu la structure du domaine
PDZ de PTPN4 par cristallographie par diffraction aux rayons X a une résolution de 1,9
A (PDB code : 2VPH). La construction utilisée comprend en C-terminal du domaine PDZ
une extension incluant un motif PBM afin de former des dimeres artificiels facilitant
'obtention de cristaux. Ces structures ne sont associées a aucune publication.

Deux structures du domaine PDZ de PTPN4 en complexe ont été résolues au laboratoire
(259). Une premiére structure en interaction avec un PBM d’'un ligand endogeéene
GluN2A, a une résolution de 1,9 A (PDB code : 3NFL). La deuxiéme avec un ligand viral,
le PBM de la protéine G d’'une souche atténuée du virus de la rage, a une résolution de
1.4 A (PDBcode : 3NFK).

L’ensemble de ces structures montre que l'interaction avec un ligand s’effectue de
maniere canonique impliquant les 5 acides aminés C-terminaux du partenaire (Figure

36).
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Figure 36 : Structures de PTPN4-PDZ en complexe avec Cyto13-att et GIuN2A-16

(A) Superposition des complexes de PTPN4-PDZ avec Cytol3-att (13 derniers acides aminés de la
protéine G de la souche atténuée du virus de la rage) (Vert dans A et B) et GluN2A-16 (16 derniers acides
aminés du récepteur GluN2A) (bleu dans A et C). Seuls les cinq derniers acides aminés de chacun des
ligands sont visibles dans les structures cristallographiques. (PDB code 3NFK et 3NFL). (B et C) Vue
détaillée du site de fixation au PBM du domaine PDZ de PTPN4. Les résidus importants sont illustrés en
baton suivant le code couleur CPK. Les liaisons hydrogéne sont en pointillés, celles qui impliquent les
chaines latérales des peptides sont en orange et les liaisons peptidiques avec les peptides sont en noir. (D)
Eléments de structure secondaire suivant la séquence du domaine PDZ de PTPN4. D’apreés Babault et al
(2011) (259).

c. Ledomaine PTP

Les domaines phosphatase de PTPN4 et de PTPN3 composent le groupe des PTP NT5.
Celui de PTPN4 possede une activité catalytique maximale a un pH entre 5,0 et 7,5 et a
42 °C (417). En outre, il a été démontré que l'alendronate inhibe son activité
enzymatique (418).

La structure du domaine PTP de PTPN4 a été résolue par cristallographie aux rayons X a
une résolution 2,5 A par le programme Phosphatome du consortium de génomique
structurale d’Oxford, en Angleterre (167). Ce domaine possede une structure classique
et présente l'ensemble des motifs caractéristiques des PTP (Cf chapitre PTP).
Concernant la deuxieme poche de fixation des pTyr, PTPN4 a été placée dans la classe IV

lors de cette étude (Annexe n°2). Des lors, PTPN4 n’aurait pas la capacité d'interagir
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avec un substrat possédant une deuxiéme pTyr a proximité de la tyrosine substrat
(167). La structure de la boucle du second site est défavorable a la fixation d’'une pTyr.
La présence d’'une méthionine dans cette deuxiéme cavité empécherait par géne stérique
I'interaction avec un pTyr. De plus, la présence d’une tyrosine dans le second site, a la
place d’'une arginine qui stabilise le groupement phosphate dans PTPN1, ne favorise pas
I'interaction avec une pTyr adjacent au pTyr substrat dans le cas de PTPN4. PTPN4 a par

ailleurs une préférence pour des résidus acides en amont (N-ter) de la pTyr (167).

La cystéine réactive du site catalytique des PTP peut subir une oxydation. Dans I'état
oxydé, les PTP sont inactives car le groupement thiolate (S-) de la cystéine catalytique
n’est plus compétent pour déphosphoryler son substrat. PTPN4 est sensible in vitro et in
cellulo aux dérivés réactifs de 'oxygeéne (Reactive Oxygen Species, ROS). En présence de
10mM de Hz02, la forme oxydée de PTPN4 est trés majoritairement SOsH (419). A la
différence de PTPN4, PTPN3 est beaucoup moins, voire pas du tout, sensible a la
présence de ROS, et donc a I'oxydation de sa cystéine réactive.

Par ailleurs, la cystéine active de PTPN4 peut étre nitrosylée in vitro par différents
agents nitrosylants alors que PTPN3 y est insensible (419). Les fonctions de PTPN4
pourraient étre sous le contrdle de la concentration d’oxyde nitrique intracellulaire, qui
joue un réle de neurotransmetteur.

La différence de réactivité des cystéines de PTPN4 et PTPN3 pourrait jouer un réle
discriminant dans la fonction des deux phosphatases. Les cellules cancéreuse produisent
souvent de forts taux de ROS qui peuvent diminuer I'activité basale de certaines PTPs et
ainsi augmenter le niveau de phosphorylation de protéines cellulaires (420, 421). On
observe une grande proportion intracellulaire de PTPN4 oxydée dans des lignées
cellulaires cancéreuses ayant une forte concentration de ROS intracellulaire (419).

Il serait également intéressant d’étudier le role de l'influx d’oxyde nitrique dans les
neurones sur l'activité de PTPN4 et son implication dans la plasticité synaptique et

I'induction de la DLT, dans lesquelles cette phosphatase est impliquée.

2) Les fonctions cellulaires de PTPN4

Une protéine homologue de PTPN4 a été identifiée chez la souris. Elle est enrichie dans

les testicules ou elle jouerait un réle dans la spermatogénese (422). Chez 'homme,
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PTPN4 est exprimée dans les cellules et les organes du systéme immunitaire tels que les
ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, la rate, le thymus ou plus précisément dans
les lymphocytes du sang périphériques, ainsi que dans les cellules Jurkat T qui sont une
lignée cellulaire immortalisée de lymphocytes T humains (Tableau 5)(193). PTPN4 est
également exprimée dans des cellules de muscle squelettique ou de cerveau, notamment
dans le thalamus, dans les cellules de Purkinje du cervelet ainsi que dans des
glioblastomes, qui sont une lignée cellulaire de tumeur primitive du cerveau (207, 381,
423). Dans la cellule, elle se trouve aussi bien au niveau de la fraction cytoplasmique, la

fraction membranaire, que celle du cytosquelette (98, 193, 381, 423).
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Tableau 5 : Expression de PTP dans des organes lymphoides et cellules humaines.

Les résultats représentent la quantité de produits d’amplification obtenus a partir d’ADNc provenant des
organes ou des types cellulaires indiquées. Une quantité identique d’ADN a été utilisée de maniére a ce
que les quantités soient comparables entre chaque échantillon pour chacune des PTP. Cependant, les PTP
ne peuvent étre compareées les unes aux autres. D’aprés Gjorloff-Wingren et al (2000) (193)

n.d: non déterminé; LSP: Lymphocytes du sang périphérique.

Les fonctions cellulaires de PTPN4 ne sont a ce jour pas clairement définies. Nous savons
qu’elle est impliquée dans les processus de I'immunité dépendants des récepteurs des

cellules T, dans I'apprentissage moteur et de la plasticité synaptique qui en dépend et
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pour finir, dans le contréle de 'homéostasie cellulaire. Elle est également impliquée
dans le syndrome de Grave, ou elle est surexprimée dans des tissus de patients (424). Ce
syndrome est une maladie auto-immune de la thyroide. Le role de PTPN4 dans ce

syndrome est encore inconnu.

Nous nous attarderons dans la suite de ce chapitre sur le role de PTPN4 dans ces
différentes fonctions cellulaires avant de voir plus en détail quels domaines de la

phosphatase sont impliqués dans ces fonctions.

A. Régulation des récepteurs des cellules T (TCR)

PTPN3 et PTPN4 sont exprimées dans des cellules du systéeme lymphoide et régulent les
voies de signalisation des TCR. Elles déphosphorylent le motif d’« activation a tyrosine
des immuno-récepteurs » (ITAM) situé sur la chaine T du TCR (425, 426). Ce motif, une
fois phosphorylé, est essentiel pour la transmission du signal des TCR (427).

Ces deux phosphatases sont également impliquées dans la régulation de I'expression de
genes impliqués dans l'activation du TCR. Leur surexpression inhibe les facteurs de
transcription nuclear factor of activated T cell (NFAT) et activator protein 1 (AP-1)
impliqués dans la transcription du gene de l'interleukine-2 (IL-2) (193). Le domaine
phosphatase a un role essentiel dans cette inhibition car, une fois supprimé, l'inhibition
de la transcription n’est plus observée (393). L’expression concomitante de PTPN3 ou de
PTPN4, via 'activation des TCR réduit le pool de phosphorylation des kinases MEK et
ERK. Ces kinases font parties de la voie de signalisation des TCR et ont un role en amont
de I'activation de la transcription du gene de I'IL-2 (397). Cette étude montre que PTPN3
est plus efficace que PTPN4 pour inhiber a la fois NFAT/AP-1 et I'activation des MAPK
(397).

Une étude plus récente a montré que la surexpression de PTPN4 a pour conséquence
une diminution de l'activation de AP-1 et de NF-xkB et ceci dépendamment de son
activité catalytique (426). Ces résultats renforcent le fait que PTPN4 est un régulateur
négatif des voies de signalisation des TCR. Néanmoins, chez des souris n’exprimant pas
le domaine PTP de PTPN4, le développement des cellules T situées dans le thymus et
dans les organes lymphoides secondaires est normale. De plus, I'absence du domaine

phosphatase de PTPN4 n’a aucun impact dans sur la production de cytokines ou encore
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sur la réponse immunitaire post-infection bactérienne. En paralléle, I'étude menée par
King P. a aussi observée que des souris n’exprimant pas le domaine PTP de PTPN3
montre un développement normal des cellules T, de leur activation ainsi que de la
transduction du signal dépendant du TCR. La phosphorylation in vivo du segment C du
TCR ne semble pas affectée par I'absence du domaine phosphatase de PTPN3 (428). La
redondance des fonctions de PTPN4 et de PTPN3 fut avancée comme hypothése pour
expliquer 'absence d’effet suite a la suppression de leur domaine PTP chez la souris
(426, 428). Cette hypothese a été écartée sachant que des observations similaires ont été
observées chez des souris double déficientes (PTPN3APTP et PTPN4APTP) et triple
déficientes (PTPN3APTP, PTPN4APTP et PTPN13APTP) (429). L'implication de ces
phosphatases dans la réponse immunitaire a travers la déphosphorylation du segment C
du TCR, des MAPK et dans la régulation de la transcription de protéines dépendantes

des TCR reste encore a éclaircir.

B. Plasticité synaptique - Dépression a long terme

Une protéine homologue a PTPN4 a été identifiée chez la drosophile. Elle joue un réle
dans I'établissement et la stabilisation du réseau d’axones et plus spécifiquement dans
les corps pédonculés (CP) (430). L’activité phosphatase de PTPN4 est essentielle dans la
formation et I'organisation des axones des CP. La présence du domaine FERM est quant
a elle nécessaire a la stabilisation du réseau de ces axones en prévenant la rétractation
des CP (430). Ces corps pédonculés sont notamment connus pour tenir un role crucial

lors de 'apprentissage et la mémoire olfactive.

Chez 'homme, PTPN4 est impliquée dans la plasticité synaptique, et plus spécifiquement
dans la dépression a long terme (DLT) qui est associée aux processus d’apprentissage et
de la mémorisation (431). Dans les cellules de Purkinje, PTPN4 interagit avec des sous-
unités de deux familles de récepteurs ionotropiques a glutamate, qui jouent un role

central dans la DLT (207, 432-436). Ces sous-unités sont GluRd2 (ou GluD2) qui fait

partie des récepteurs orphelins GluD et GluRe1 (ou GluN2A) qui provient des récepteurs
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a glutamate N-méthyl-D-aspartique (NMDA) (437). Elles possedent en C-terminal un
PBM reconnu par le domaine PDZ de PTPN4.

a. Interaction avec la sous-unité GluN2A4

La phosphorylation des récepteurs a NMDA par des kinases de la famille Src, dont Fyn,
entraine une augmentation de leur activité et permet I'induction de la potentiation a
long terme (PLT) qui participe également a la plasticité synaptique (438). La
phosphorylation de GluN2A augmente avec la surexpression dans des cellules de rein
humain, de PTPN4 et de Fyn. Cette phosphorylation est dépendante de la présence du
PBM en C-terminal de GIuNZ2A ainsi que de l'activité catalytique de la phosphatase
PTPN4.

Deux hypotheéses sont avancées :

e L’activité phosphatase de PTPN4 serait impliquée dans la réorganisation du
cytosquelette a proximité de GluN2A et améliorerait ainsi l'accessibilité du
récepteur pour la kinase Fyn (207).

* Fyn interagirait directement avec PTPN4. Le motif Pro-rich de PTPN4 peut
interagir avec le domaine SH3 de la kinase de Fyn (390). Ainsi, lorsque le
domaine PDZ de la phosphatase reconnait le PBM de GluN2A, ceci faciliterait
'acces de la kinase au récepteur. Dans le cas d’une interaction directe entre les
deux protéines, le role de I'activité phosphatase de PTPN4 dans la régulation de la
phosphorylation du récepteur GluN2A reste encore a expliquer.

Plus généralement, l'implication de l'interaction de PTPN4 avec GluNZA dans les

processus de la plasticité synaptique est encore méconnue.

b.  Interaction avec la sous-unité GluD?2

L’augmentation de la phosphorylation de la sous-unité GluD2 n’est pas observée en

présence de PTPN4, suggérant un role différent de cette phosphatase (207).

Le sous-récepteur GluD2, comme PTPN4, est principalement exprimé dans la partie

post-synaptique des cellules de Purkinje du cervelet (207, 439). GluD2 participe a
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I'endocytose des récepteurs AMPA lors de la DLT et est essentiel pour le développement
cérébral, dont la formation des synapses et les fonctions cérébrales telles que la
coordination et I'apprentissage moteurs (436, 440). La suppression du gene codant pour
PTPN4 chez la souris entraine un trouble de I'apprentissage moteur ainsi que de la
dépression a long terme (441). L’interaction de PTPN4 avec GluD2 serait ainsi impliquée

dans les processus d’apprentissage moteur ainsi que dans la DLT.

Dans des cellules de Purkinje déficientes en GluD2, I'induction de la DLT est restaurée
apres surexpression de GluD2 mais pas avec GluD2APBM auquel il manque les sept
derniers résidus codant pour le PBM (442). Chez la souris déficientes en GluD2,
I'expression constitutive de GluD2APBM entraine une altération de la DLT (443). Ces
résultats indiquent que le PBM du récepteur GluD2 est impliqué dans I'induction de la
DLT. Le PBM interagirait avec le domaine PDZ de PTPN4 pour réguler 'induction de la
DLT ainsi que 'apprentissage moteur (432, 442, 444). Cette hypothese a été récemment
confirmée (445). En effet, PTPN4 interagit avec GluD2 via son PBM pour déphosphoryler
une tyrosine (Ys7s) de la partie cytoplasmique du récepteur a AMPA GluA2. La
phosphorylation de cette tyrosine empéche celle d’'une sérine (Ssgo) essentielle pour
I'induction de la DLT (445, 446). L’interaction de PTPN4 avec le PBM de GluD2 régule
ainsi I'induction de la DLT (Figure 37).

Deux études menées par I'équipe de King P. montrent cependant que des souris
déficientes pour PTPN4 n’ont pas de trouble de I'apprentissage (429, 441). Ce désaccord
apparent pourrait avoir comme origine les lignées de souris utilisées lors de ces études

qui ne possedent pas le méme contexte génétique (428).
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A B GluD2-null
wT PTPMEG-null
GluD2 GluA2 mGIuR1 GluA2 mGIuR1

Endocytosis & LTD

Figure 37 : Modele de la régulation et de I'induction de la DTL par GluD2

(A) PTPN4 interagit avec le PBM de GluD2 et maintient un faible niveau de phosphorylation de la Yg76 de
la sous-unité GluA2 du récepteur. Un signal inducteur de la DLT induit, par un mécanisme encore inconnu,
une déphosphorylation plus forte de Ys7s. Cette derniere permet, lors d’'un stimulus induisant la DLT, la
phosphorylation de la Sggo par PKC amenant au recrutement de la protéine PICK1 au lieu de GRIP et
I'endocytose du récepteur AMPA. (B) Dans des cellules de Purkinje AGluD2 et APTPN4, un haut niveau de
phosphorylation de Ys7s est maintenu. Lors d’'un stimulus induisant la DLT, cette phosphorylation
empéche celle de la Sggo de GluA2 et inhibe 'endocytose de GluA2 et la DLT. D’apres Kohda et al (2003)
(445).

Par ailleurs, I'élévation de la concentration intracellulaire de Ca2+, essentielle lors de
I'induction de la DLT (447, 448), pourrait aussi réguler les fonctions de PTPN4 (207,
441). La calpaine, une protéase dépendent de I'ion Ca2+, est impliquée dans les voies de
signalisation de GluD2 dans les cellules de Purkinje (449). 1l est intéressant de faire le
parallele avec I'étude de Gu & Majerus qui montre que l'activité phosphatase de PTPN4
augmente lorsque celle-ci est clivée in vitro par la calpaine ou in cellulo aprés I'ajout d’'un
ionophore de calcium (381). Il serait alors possible que PTPN4 soit activée par clivage
lors de I'induction de la DLT. L’étude récente de Khoda et al, met par ailleurs en évidence
le role majeur joué par les domaines PDZ et PTP de PTPN4 lors de I'induction de la DLT

(445). Cette hypothese reste a confirmer. Il pourrait étre intéressant d’étudier la
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viabilité de l'induction de la DLT dans des cellules de Purkinje dans lesquelles PTPN4
serait mutée de maniere a éviter son clivage par la calpaine. L’étude du clivage de PTPN4
lors de l'induction de la DLT et de sa localisation cellulaire qui pourrait jouer un role

essentiel pour sa fonction restent aussi a réaliser.

C. Controle de I’homéostasie cellulaire

a. Mutations tumorales

La mutation de PTP est observée dans diverses pathologies, et notamment des cancers.
L’étude des mutations somatiques établies dans différentes lignées cellulaires
pathologiques apporte un grand nombre d’informations sur les régions (motif ou
domaine) impliquées dans les fonctions cellulaires d’'une protéine (450).

L’analyse des mutations des PTP dans des tumeurs colorectales a mis en évidence des
mutations touchant notamment 3 NRPTP: PTPN13, PTPN14 et PTPN3 (224). La
majorité des mutations identifiées dans PTPN3 sont situées au niveau du domaine
FERM. Une mutation, située entre le domaine PDZ et le domaine PTP, serait responsable
de I'expression d’'une forme tronquée de PTPN3 dépourvue de son domaine catalytique.
Ces observations suggerent un roéle important des domaines FERM et PTP dans la

régulation de la prolifération cellulaire (224, 451).

b.  Oxydation de PTPN4 dans les cellules tumorales

L’oxydation de la cystéine du site actif des PTPs est un mécanisme d’inhibition
réversible de leur activité catalytique (452, 453). PTPN4 est sensible a I'oxydation de sa
cystéine catalytique. PTPN4 est fortement oxydée dans différentes lignées cellulaires
tumorales ou la concentration de ROS intracellulaire est élevée (419). Aussi, la

régulation de I'état oxydé de PTPN4 pourrait jouer un role dans certains cancers.
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¢. Profil dexpression

La surexpression de PTPN4 dans des cellules COS-7 inhibe la prolifération cellulaire.
Cette propriété est indépendante de son activité phosphatase (423) et ainsi impliquerait
les autres motifs qui composent PTPN4. Dans des cellules de carcinomes humains,
PTPN4 inhibe la prolifération cellulaire en déphosphorylant Crk-1. L’interaction de ces
deux protéines se fait par I'intermédiaire du motif Pro-rich de PTPN4 et du domaine SH3
de Crk-1. L’extinction du gene codant pour PTPN4 dans ces cellules augmente la
prolifération cellulaire. PTPN4 posséde donc un rdéle anti-tumoral dans ces lignées
(391). En ce sens, 'expression de PTPN4 est diminuée dans des métastases de ganglions
lymphatiques de cancer de la thyroide, dans des cancers du sein, dans des lignées
cellulaires cancéreuses colorectales ainsi que dans des cellules de leucémie

myoblastique (454-458).

Cependant, I'analyse du niveau d’expression de 22 PTP dans différents tissus gastriques
oncogéniques montre que PTPN4 n’est exprimée que dans des lignées cancéreuses et
n’est pas détectable dans les lignées saines testées dans cette étude (459, 460). Ces
observations ne vont pas dans le sens d'une fonction anti-tumorale de PTPN4 dans ces
tissus. De plus, PTPN4 a été associée a un réle anti-apoptotique par nos collaborateurs.
L’extinction de PTPN4 dans des cellules COS-7, fibroblastes de rein de singe, augmente
fortement la mort cellulaire (98). Cette fonction a été identifiée lors d’'une étude d’une
souche atténuée du virus de la rage qui, en ciblant PTPN4, induit la mort des cellules

infectées.

d.  Détournement de la_fonction cellulaire par le virus de la Rage

Des souches du virus de la rage modulent de fagon différente '’homéostasie cellulaire de
neurones en fonction d’'une mutation d’'un acide aminé de la protéine G virale. Une
souche virulente induit la survie des neurones qu’elle infecte, assurant la propagation du
virus dans le systéme nerveux. A l'inverse, une souche atténuée entraine I'apoptose des

neurones infectés (98, 461, 462). La mutation responsable de ces phénotypes est située
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en C-terminal du segment cytoplasmique de la protéine G virale qui code pour un PBM.
Cette mutation modifie les partenaires neuronaux recrutés par la protéine G des

différentes souches virales (Figure 38).

La survie des neurones va dépendre de I'association du PBM de la souche virulente avec
le domaine PDZ de la Ser/Thr-kinase MAST2. L’étude de cette interaction et de son réle
dans la contréle de ’homéostasie cellulaire a été le sujet de these d’Elouan Terrien au
laboratoire (260). La mutation du PBM viral (Q vs E) responsable du phénotype de mort
permet a la protéine G d’interagir avec davantage de partenaires neuronaux, notamment

PTPN4 (Figure 38) (98).

Souche atténuée Souche virulente

Proteine G
lriménque
1"
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| l
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Figure 38 : Modéle de I'infection des cellules par les souches du virus de la Rage et leur
phénotype associé.

Lors d’une infection par la souche virulente (droite), la glycoprotéine virale portant le motif de fixation au
domaine PDZ -QTRLcoon interagit avec les kinases cellulaires de la famille MAST et entraine la survie des
cellules. Lors d’'une infection par la souche atténuée (gauche), la glycoprotéine virale portant le site de
fixation au domaine PDZ -ETRLcoon interagit non seulement avec les kinases de la famille MAST mais aussi
avec d’autres partenaires cellulaires, plus particulierement PTPN4. L’interaction entre PTPN4 et la
glycoprotéine déclenche alors 'apoptose des cellules infectées.
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L’extinction de I'expression de PTPN4 dans des cellules COS-7 empéche l'induction de
I'apoptose par la souche atténuée du virus de la rage. De plus, des peptides codant pour
le PBM de la protéine G de la souche atténuée du virus de la rage (PBMatt) et délivrés
dans des cellules en dehors de tout contexte d’infection virale sont suffisants pour
induire I'apoptose (98). Ainsi, l'interaction de PBMatt avec le domaine PDZ de PTPN4

induit I'apoptose des cellules infectées.

Une étude structurale menée au laboratoire a permis de comprendre comment la simple
mutation Q vs E en p(-3) des PBM viraux modifie les partenaires recrutés entrainant
ainsi les différents phénotypes associés. Cette mutation augmente 'affinité du PBMatt
pour le domaine PDZ de PTPN4 (ks= 160 uM) par rapport au PBMvir (ks= 570 puM).
L’analyse structurale des complexes formés par le domaine PDZ de PTPN4 avec ces PBM
révele que la mutation en p(-3) permet d’établir un pont salin (E) au lieu d’'une liaison
hydrogéne (Q), avec une asparagine du feuillet (2, suffisante pour améliorer
l'interaction avec le PBMatt (259). Ce différentiel d’interaction avec PTPN4 a été observé
in cellulo. L'infection par une souche atténuée entraine une relocalisation de PTPN4 a la
membrane ou se situe la protéine G virale. La relocalisation a la membrane de PTPN4
n‘est pas observée lors d'une infection par une souche virulente, ni avec une
glycoprotéine tronqué de son PBM. Il a été proposé que la perturbation des interactions
de PTPN4 avec ses ligands cellulaires par la protéine G de la souche atténuée inhiberait
la fonction anti-apoptotique de PTPN4 et déclencherait ainsi 'apoptose des cellules
infectées (98). L'identification des partenaires cellulaires de PTPN4 impliqués dans sa

fonction anti-apoptotique est en cours.

De la méme facon que la protéine G de la souche atténuée du virus de la rage, des
peptides ciblant le domaine PDZ de PTPN4 induisent la mort des cellules. Proposant une
compétition avec des partenaires endogenes, le laboratoire a postulé que le peptide le
plus affin pour le domaine PDZ de PTPN4 serait le meilleur inducteur de la mort des
cellules. Ce postulat entraina ainsi, sur la base de notre étude structurale, la conception
de séquences pro-apoptotiques optimisées. Ce travail a été effectué par I'étudiant en

thése m’ayant précédé, Nicolas Babault (259).
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La séquence du PBMatt a d’abord été améliorée en visant la plus forte interaction
possible avec le domaine PDZ de PTPN4. Le peptide le plus affin ainsi obtenu est Cyto8-
RETEV (du nom de la séquence en acides aminés qui compose son PBM) qui présente
une affinité de 1 PM pour le PDZ de PTPN4. Ceci correspond a une augmentation d’un
facteur 160 de l'affinité pour PTPN4 par rapport a la séquence initiale du PBMatt. De
maniére intéressante, une corrélation s’établit entre l'affinité des peptides pour le
domaine PDZ de PTPN4 et le niveau d’apoptose induite de glioblastomes, cellules de
tumeur extra-cranienne d’enfant. Le peptide Cyto8-RETEV le plus affin pour le domaine
PDZ de PTPN4 est ainsi le plus efficace pour induire la mort des glioblastomes (Figure

39) (259).

Peptides Sequences 43240 KA@M) 0. 3

Cyto8-RETEV SWESHKSGRETHEV] 1 60 P =

GIluN2A SNRRVYKKMPSIESHEV 42 & PN
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GluD2-13 LNLGNDPDRIGTS[I] 128 3 401 .

Cytol3-att SWESHKSGGHETRIL] 157 30, X B

Cytol3-vir SWESHKSGGQTRI[L] 568 s - . . GluN2A
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Figure 39 : Modéle de I'infection des cellules par les souches du virus de la Rage et leur
phénotype associé.

A gauche : Alignement des peptides en fonction de leurs affinités pour PTPN4-PDZ. Les cinq positions
critiques pour l'interaction sont encadrées. Ce sont les résidus qui sont visibles dans les structures de
PTPN4-PDZ en complexe. La constante de dissociation des peptides pour PTPN4-PDZ est indiquée en puM.
Les résidus acides constituant les PBM sont en rouge, les résidus basiques en bleu, les résidus
hydrophobes sont encadrés.

A droite : Représentation du niveau de mort cellulaire (%) induit par les peptides en fonction de leur
affinité pour PTPN4-PDZ (M-1). La mort cellulaire est mesurée par l'incorporation d’iodure de propidium
apres 3 heures de traitement. D’apres Babault et al (2011) (259)

Aujourd’hui encore, vingt ans apres son identification, la fonction cellulaire de PTPN4
est méconnue et le mécanisme par lequel elle controle ’homéostasie cellulaire est
inconnu. Le ciblage de la phosphatase PTPN4 pourrait néanmoins a l'avenir présenter

un intérét thérapeutique majeur dans le traitement de certains cancers.
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3) Implication des domaines PDZ et PTP dans les fonctions

biologiques de PTPN4

L’étude des différents domaines de PTPN4 pourrait nous éclairer tant pour
'identification de ses partenaires cellulaires et la régulation de leur interaction que pour
apporter une meilleure compréhension de la fonction cellulaire de PTPN4. In fine, ces
études pourraient conduire a un meilleur ciblage de cette phosphatase et permettre

d’'induire de maniere plus efficace la mort de cellules cancéreuses.

A. Le cas de la phosphatase PTPN4

De I'ensemble de données biochimiques et biologiques de PTPN4 connues a ce jour,
plusieurs arguments sont en faveur d'un réle concerté de ses domaines PDZ et
phosphatase. Premiérement, la partie C-terminale de PTPN4, qui comprend les
domaines PDZ et PTP, est résistante a la digestion protéasique et correspond a la forme
la plus active de PTPN4 (381). Deuxiémement, il a été proposé aussi bien dans le cas de
I'induction de la LTD que dans le contréle de 'homéostasie cellulaire que la perturbation
de linteraction du domaine PDZ de PTPN4 avec ses ligands diminue la
déphosphorylation de ces derniers, entralnant une dérégulation des voies de

signalisation dans lesquelles PTPN4 est impliquée (98, 259, 445).

B. Mod¢le des homologues PI'PN3 et PI'PN13

Pour les deux autres tyrosine-phosphatases qui possedent des domaines PDZ, PTPN3 et
PTPN13, leurs domaines PDZ et PTP ont également un réle crucial dans la régulation de

leurs fonctions cellulaires.

Du fait de son interaction avec CD95 (aussi appelé Fas), PTPN13 est un régulateur
négatif de 'apoptose, dans les adénocarcinomes de pancréas humain et dans les cellules
de cancer du colon (463, 464). Le PBM de CD95 interagit avec les domaines PDZ2 et
PDZ4 de PTPN13 (465). Cette interaction est cruciale a PTPN13 pour empécher la
localisation de CD95 a la membrane plasmique, ou ce dernier est requis pour induire
I'apoptose apres fixation a son ligand (FasL) (466). Cette régulation se fait tres

certainement par la déphosphorylation de CD95 par PTPN13 (466-469). L'utilisation de
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peptides mimant le PBM de CD95 et capables d’interagir avec le second domaine PDZ de
PTPN13 est suffisante pour induire I'apoptose dépendante de CD95 une fois les peptides

délivrés dans des cellules de cancer du colon (464).

PTPN3 induit quant a elle une prolifération oncogénique dépendante de RAS dans des
cellules de cancer colorectal en interagissant avec la kinase p38y de la famille des
Mitogen Asoociated Protein Kinase (MAPK) (470). Cette kinase posséde en C-terminal un
PBM qui interagit avec le domaine PDZ de PTPN3. Cette interaction induit la
déphosphorylation de cette kinase. Il est établi que la déphosphorylation de P38y joue
un réle essentiel dans l'induction de la transformation oncogénique RAS-dépendante
(471, 472). Un peptide codant pour le PBM de P38y, empéche la formation du complexe
de PTPN3 et P38y et provoque 'augmentation de la phosphorylation de la kinase. Ce
peptide est suffisant, lorsqu’il pénétre dans la cellule, pour bloquer la transformation
tumorale. Il est ainsi proposé que PTPN3 régule la prolifération cancéreuse de cellules

en déphosphorylant P38y suite a leur interaction PBM/PDZ (470).

Ces deux exemples mettent en évidence le role critique que joue le recrutement d’'un
partenaire par le domaine PDZ pour controler I'apoptose ou la transformation
oncogénique. Un mécanisme, similaire a celui de PTPN4, a été proposé pour expliquer
leurs fonctions cellulaires impliquant un fonctionnement concerté entre les domaines
PDZ et phosphatase pour déphosphoryler des tyrosines présentes sur les partenaires

(98, 469, 470).
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PROBLEMATIQUE

L’organisation modulaire des protéines détermine leurs fonctions et leurs
régulations. Je me suis intéressé lors de cette these sur le réle fonctionnel et structural

des domaines PDZ au sein de protéine tyrosine phosphatases.

Le ciblage des domaines PDZ de ces tyrosine phosphatases, aussi bien par des
virus que par des peptides synthétiques, engendre des perturbations drastiques de
leurs fonctions cellulaires. L’infection par une souche atténuée du virus de la rage altére
les fonctions anti-apoptotiques de PTPN4 et induit la mort des cellules. Ceci est du a
'interaction de la glycoprotéine virale avec le domaine PDZ de PTPN4. Parallelement,
des peptides synthétiques affins pour le domaine PDZ de PTPN4 sont capables de
provoquer par eux-mémes la mort cellulaire. De la méme fagon, des peptides
synthétiques ciblant les domaines PDZ de deux autres PTP homologues de PTPN4,
PTPN3 et PTPN13, suffisent pour altérer leurs fonctions et induire soit la survie soit la

mort des cellules.

Le ciblage du domaine PDZ de ces phosphatases est ainsi une étape clé dans la
perturbation de leurs fonctions cellulaires. Parmi les multiples réles que peuvent jouer
les domaines PDZ dans cette perturbation, nous nous sommes intéressés au role
potentiel de régulation du domaine PDZ de PTPN4, et de ses ligands, sur l'activité
catalytique du domaine phosphatase de PTPN4.

Les domaines PDZ ont en effet la capacité de réguler des domaines catalytiques. Ceci est
néanmoins tres peu documenté et uniquement décrit dans la famille des protéases HtrA.
Elle pourrait cependant se révéler étre une fonction plus récurrente. Les domaines
tyrosine-phosphatases sont quant a eux caractérisés par leur combinaison avec
différents types de domaines qui peuvent directement contréler leur activité catalytique.
La fonction de ces tyrosine-phosphatases est dans certains cas dépendante de leurs

domaines adjacents.

Le premier objectif de ma these fut ainsi de mettre a jour la régulation de

'activité catalytique de PTPN4 par son domaine PDZ et ses ligands d’'un point de vue
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enzymatique. De maniere réciproque, nous avons étudié par titration calorimétrique
isotherme l'influence du domaine phosphatase sur le recrutement de ligand au domaine
PDZ. Nous avons par la suite détaillé les mécanismes moléculaires qui régissent cette
régulation inter-domaine. Pour cela, une étude structurale en solution a basse résolution
des deux domaines fut entreprise. Les résultats de cette étude nous ont alors amenés a
caractériser par RMN la dynamique des deux domaines PDZ et PTP, afin de mettre en
évidence un mécanisme de communication entre eux deux. L’ensemble des résultats qui
englobe cette étude structure-fonction sera détaillé dans la premiere partie des

résultats.

Nous avons voulu par ailleurs identifier quel effecteur cellulaire de PTPN4
protege la cellule de la mort. En effet, les effecteurs de cette fonction restent, jusqu’a
présent, inconnus. Peu de ligands cellulaires de PTPN4 ont été identifiés et ceux qui
interagissent avec son domaine PDZ ne régulent pas I'homéostasie cellulaire. Nous
avons alors entrepris l'identification de la voie de signalisation en aval de PTPN4 et le
partenaire de la phosphatase impliqué dans la régulation de la mort cellulaire. Nous
nous sommes ensuite intéressés aux propriétés d’interaction in vitro de ce partenaire
avec les domaines PDZ et PTP de PTPN4. Nous avons analysé l'interaction du PBM du
partenaire avec le PDZ de PTPN4 par cristallographie par rayons-X. Nous avons ensuite
détaillée par enzymologie la déphosphorylation de ce partenaire par la phosphatase de
PTPN4. Nous savons que les domaines combinés aux PTP peuvent participer au
recrutement des substrats des phosphatases. Aussi, du fait de la proximité des domaines
PDZ et PTP de PTPN4, nous avons étudié comment le PDZ participerait a la présentation
du partenaire au site catalytique de la phosphatase. Nous présenterons les résultats

obtenus lors de cette étude dans la deuxieme partie des résultats.

112



RESULTATS




114



Résultats I - Allosteric regulation of the catalytic activity of PTPN4

RESULTATS I : REGULATION INTRAMOLECULAIRE DE L’ACTIVITE
CATALYTIQUE DE LA PHOSPHATASE HUMAINE PTPN4 PAR SON
DOMAINE PDZ

1) Résumé

PTPN4 possede une fonction anti-apoptotique dans la cellule. L’'interaction de son
domaine PDZ avec un peptide contenant un PBM abolit sa fonction et induit 'apoptose
des cellules. Le domaine PDZ de PTPN4 est situé a proximité de son domaine catalytique.
Nous avons montré lors de cette étude que ce domaine PDZ a la capacité d’inhiber
I'activité catalytique de la phosphatase PTPN4. La fixation d’un ligand au domaine PDZ
est suffisante pour lever cette inhibition catalytique. Afin de comprendre comment le
domaine PDZ peut contrdler 'activité de PTPN4, nous avons utilisé un ensemble de
techniques biophysiques telles que l'ultracentrifugation analytique, le SAXS et la RMN.
Nous avons démontré que le supramodule PDZ-PTP adopte une conformation compacte
et monomérique suggérant un mécanisme de régulation intramoléculaire. La fixation
d’'un ligand au domaine PDZ perturbe les interactions transitoires entre les deux
domaines et rétablit les propriétés catalytiques de PTPN4. Nos résultats mettent a jour
pour la premiére fois un mécanisme d’autorégulation d’'une tyrosine-phosphatase par un
domaine PDZ. Cette étude améliore nos connaissances sur la régulation des tyrosine-
phosphatases et peut s’appliquer a d’autres tyrosine-phosphatases possédant des
domaines PDZ. De plus, elle renforce la notion émergente que les domaines PDZ
peuvent, au-dela de leur simple fonction de domaine d’architecture, fonctionner comme
des régulateurs des fonctions d’enzyme et ainsi participer a la régulation dynamique des

voies de signalisation cellulaire.
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Summary

The human tyrosine phosphatase PTPN4 protects cells against death. Targeting its PDZ
domain abrogates this protection and triggers apoptosis. We demonstrate here that this
domain inhibits the phosphatase activity of PTPN4. The mere binding of a PDZ ligand is
sufficient by itself to release the catalytic inhibition. To understand how the PDZ domain
controls PTPN4 activity, we combined biophysical approaches using analytical
ultracentrifugation, SAXS, X-rays and NMR. We show that the phosphatase-PDZ
supramodule adopts a compact conformation. The PDZ ligand disrupts the transient
inter-domain communication, thereby allosterically restoring the catalytic competence
of PTPN4. Our results highlight an auto-regulation mechanism of a phosphatase by an
adjacent PDZ domain. This study strengthens the emerging notion that PDZ domains can
act as regulators of enzyme activity and therefore are active players in the dynamic

regulation of signaling pathways.
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Introduction

Protein-tyrosine phosphatases (PTPs) represent the largest family of
phosphatases. The crucial role of these enzymes as regulators of signal transduction is
highlighted by many recent results showing a disruption of PTP function in human
diseases [1]. Classical PTPs can be categorized as transmembrane receptor-like (R) or
intracellular non-transmembrane (NT) proteins. One of the most striking features of the
PTP families is their modular organization [2]. The NTPTPs are characterized by
regulatory sequences that flank the catalytic domain and control activity either directly,
by interacting with the active site, or more indirectly, by controlling substrate specificity
[3, 4]. These non-catalytic sequences can also control subcellular distribution, thereby
indirectly regulating activity by restricting access to particular substrates at defined
subcellular locations [5].

Three NTPTPs contain PDZ (PSD-95/Dlg/Z0-1) modules flanking their catalytic
domain: PTPN3 (PTPH1) and PTPN4 (PTPMEG1) proteins, that form the NT5 subgroup,
contain a single copy of this domain contrary to PTPN13 (PTPBas) encompassing five
PDZ domains. PDZs are globular structures, 80 to 100 residues long, well known for
mediating transient protein-protein interactions [6]. Abundant in various species, they
play a central role in cell signaling by favoring spatial contacts between enzymes and
their substrates, or more generally by assembling and/or regulating protein networks
[7].

PTPN4 is composed of three domains: a N-terminal FERM domain (a plasmic
membrane interaction domain), a PDZ domain and a C-terminal PTP domain (Figure 14).
Multiple serine and threonine phosphorylation sites, SH3 binding motifs, two PEST
sequences and cleavage sites are found in the region upstream of the PDZ domain.
PTPN4 is proteolyzed by calpain in human platelets in response to physiological stimuli,
leading to enzyme activation [8]. In vitro, PTPN4 is cleaved by both trypsin and calpain
and is thereby activated. The active form of PTPN4 consists of the PDZ and PTP domains.
PTPN4 is involved in T-cell receptor (TCR) cell signaling, long-term depression (LTD)
and cerebellar synaptic plasticity [9-11]. Overexpression of the phosphatase negatively
regulates cell proliferation in COS-7 cells and suppresses Crkl-mediated cell growth and
motility in HEK293T cells [12, 13]. Three endogenous partners of PTPN4 have been

reported: the glutamate receptor 62 and ¢ subunits, the TCR § subunit and the CrklI
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oncoprotein [11, 13, 14]. However, the mechanism by which PTPN4 regulates cell
proliferation remains unclear.

We previously demonstrated the critical role of PTPN4 in the control of neuronal
cell death [15]. In others words, PTPN4 protects cells against apoptosis. Targeting its
PDZ domain was shown to abrogate this protection. We established that the efficiency of
peptides, encoding a PDZ binding motif (PBM), to trigger cell death is correlated to their
in vitro affinity for the PDZ domain of PTPN4 [16]. PTPN3, the closest homologous
protein of PTPN4, was recently identified as a p38y-specific phosphatase [17]. Hou and
coll. revealed a cooperative oncogenic activity of p38y MAPK (also named MAPK12 or
ERK-6) with PTPN3 through a direct interaction between the PBM of p38y and the PDZ
domain of PTPN3. Although, as was shown for PTPN4, targeting the PDZ domain is the
crucial initial step to hijack the phosphatase function, there is still no indication about
the regulation of the catalytic activity of this phosphatase by its PDZ domain.

To improve our understanding of the mechanisms regulating PTPN4 activity, we
performed enzymatic and structural studies of its PDZ-PTP bidomain. We show that the
PDZ domain of PTPN4 downregulates the phosphatase activity through intramolecular
interactions. Moreover, a ligand bound to the PDZ domain abrogates this catalytic
inhibition. We document the essential role played in this mechanism by the flexible and
disordered interdomain linker, a sequence of 33 residues. Our structural results,
combining analytical ultracentrifugation, small angle X-ray scattering and NMR, reveal
that the PDZ-PTP bidomain adopts a compact conformation in solution that relaxes in

the presence of the PDZ ligand.

Experimental procedures

Protein Expression

The PDZ, PDZ-linker and linker-PTP are encoded as an N-terminal gluthathione S-
Transferase (GST)-Tagged protein in a pDEST15 expression plasmid for the PDZ and in a
pET41 expression plasmid for the PDZ-linker and the linker-PTP. The PDZ-PTPWT and
the PDZ-PTPC/S are encoded as an N-Terminal 6 histidine (His) tagged protein in a
pET41 and in a pET15b expression plasmid, respectively. A TEV cleavage site is

introduced between the N-terminal Tag and the protein sequence. After TEV cleavage, a
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non-native N-terminal residue is present due to the TEV cleavage sequence. The vectors
were used to transform Escherichia coli BL21 (DE3) star cells (Invitrogen). Proteins
were expressed and purified according to previously described procedures [16] (see
also Supplemental Data). PDZ ligands and the phosphotyrosyl pTyr peptide
(ADSEMTGYPVVTR) were synthesized in solid phase using a Fmoc strategy

(Proteogenix).

ITC

ITC experiments were performed with an ITC-200 (MicroCal) at 25°C, with buffer A
(more information in the Supplemental Data) with 0.5 mM TCEP. Protein concentrations
in the cell were initially around 30 UM, whereas peptide concentrations in the syringe
were 350 UM. 26 aliquots of 1,5 pl of peptide were injected from the 40 ul syringe into
the 200 pl cell, leaving an interval of 180 sec between injections. The enthalpy of binding
(AH), affinity constant (Ka) and molar binding stoichiometry (N) were obtained directly

from the titration curve fitted with the single-site binding model of Origin software.

Analytical ultracentrifugation

Sedimentation velocity experiments were carried out at 25°C. Various protein and
protein-peptide complex concentrations (ranging from 3.5 to 14 uM) were centrifuged
at 36,000 rpm. The processed data were used to obtain values of sedimentation
coefficients at null concentration in our experimental conditions (S0) (Figure S1; see
also Supplemental Data), and to get the standard sedimentation coefficients in water at

20°C (So,w,20) (Tab. 2).

Enzymatic assays
Phosphatase activity with phospho-peptides was measured using the EnzCheck® (Invitrogen)
continuous spectrophotometric. Reactions were measured in 50mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM

MgCl,, 150 mM NaCl, 0.5 mM TCEP, 200 pM MESG (2-amino-6-mercapto-7-
methylpurine riboside), 1 U/ml PNP, 10 nM phosphatase enzyme and various phospho-
peptide concentrations ranging from 2.7 UM to 350 pM. pNPP was assayed for
concentrations ranging from 19 pM to 10 mM. Specific activities towards pNPP and pTyr
peptide were measured at an enzyme concentration of 75 nM and 10 nM, respectively.

Further details are provided in the Supplemental Experimental Procedures.
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NMR sample preparation

NMR sample buffer was buffer A at pH 7.5 supplemented to a final concentration of 5 mM
TCEP. D20 (12 %) was added to NMR samples. Fina concentrations of **N/**C PDZ-linker,
N PDZ-PTP"", N PDZ-PTP”® and *N linker-PTP were 450 uM, 30 uM, 400 pM and 110
uM, respectively. For NMR experiments with complexed PDZ-PTP, the dried unlabeled
peptide Cyto8-RETEV at pH 7.2 was added to PDZ-PTP“S sample reaching a fina peptide

concentration of 1 mM.

NMR experiments

NMR experiments were carried out at 25°C on a Varian Inova 600 MHz spectrometer
(Agilent Technologies, Santa Clara) and on a 950 MHz (Bruker, Germany) equipped with
cryoprobes. The sequence specific 1HN, >N, Ca. and CO backbone resonance assignments
of PDZ-linker were based on the following experiments: H-1>N HSQC, 3D HNCO, 3D
CBCA(CO)NH and 3D HNCACB. 'H-1°N HSQC-TROSY experiments were performed with
time domain data sizes of 1024 x 128, 1024 x 80 and 1024 x 180 complex points for
PDZ-linker, linker-PTP and PDZ-PTPC/S, respectively. Average (*H, 1°N) chemical shift
changes between constructs were calculated as Adav = [(Adn)? + (AOnx0.159)2]1/2, Data
processing and analysis were performed using NMRPipe (18), NMRView 5.2.2 (19) and
Analysis (20). The >N longitudinal (Ri) and transverse (R:) relaxation rates were

recorded in an interleaved manner at 25°C and at 600 MHz 'H frequency.

SAXS

Synchrotron radiation x-ray scattering data were collected on SWING Beamline at
Synchrotron SOLEIL France, using the online HPLC system [21] and data were analyzed
using programs in the ATSAS package [22]. The modelization of the PDZ-PTPWT
conformations was performed using CNS and DADIMODO. Details of these experiments

can be found in the Supplemental Experimental Procedures.
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Results

The Phosphatase catalytic activity of PTPN4 is inhibited by the PDZ domain.

Two fragments of PTPN4 were expressed in Escherichia coli and purified (see
Materials and Methods). The first construct, called linker-PTP, encompasses the C-
terminal sequence of PTPN4 from residue 611 to 926 comprising the inter-domain
linker and the phosphatase domain. The second construct covers the sequence from
residue 499 to 926, and encompasses the PDZ domain, the linker and the phosphatase
domain (called PDZ-PTPWT) (Figure 1A). These fragments were first assessed for their
ability to hydrolyze p-Nitrophenyl Phosphate (pNPP), a widely used non-specific
chemical phosphatase substrate. Alternatively, we used a phosphotyrosine-containing
peptide (pTyr) derived from the activation loop of p38y. The p38y kinase has been
described as a cellular substrate of PTPN3, the closest homologous protein of PTPN4
(sequence identity of 51% between their full-length sequences, and of 65 % between
their catalytic domain sequences) [17]. Therefore, we postulate that PTPN4 also has the
ability to dephosphorylate the activation loop of p38y.

Both linker-PTP and PDZ-PTPWT dephosphorylated the pNPP and pTyr substrates
following Michaelis-Menten Kkinetics. The initial reaction rates at each substrate
concentration were independently measured at pH 7.5 and 25°C (Figure 1B). The
Michaelis constant (Ku) and the turnover number (kc:) values were deduced by fitting
the experimental data to the Michaelis-Menten equation (Table 1). The kcq/Kum ratio (an
index of the catalysis efficiency) is nearly 100 fold higher for pTyr peptide than that for
pNPP.

Using pNPP, the kcac value decreased by 3.3 fold when comparing linker-PTP with
PDZ-PTPWT (5.0 + 0.2 s'1vs 1.5 * 0.1 s'1). This inhibitory effect was exacerbated when
using the pTyr peptide as a substrate: kca: decreases by 6.5 fold (11.7 £ 0.1 s1vs 1.8 £ 0.1
s1). Using PDZ-PTPWT instead of linker-PTP reduces the observed Kuyvalue for pNPP as
well as for peptidic substrate. The Ky value for PDZ-PTPWT decreases by 2.2 fold and by
3.8 fold compared with the ones calculated for linker-PTP using pNPP and the pTyr
peptide, respectively. These compensatory effects explain the small change in the kcat/Ku
ratio (1.5 and 1.7) when comparing linker-PTP to PDZ-PTPWTusing pNPP and the pTyr
peptide as substrates (Table 1).
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Altogether, these data indicate that the PDZ domain linked to the PTP domain
significantly affects the catalytic activity of the PTP domain. The presence of the PDZ
domain leads to a mixed inhibition type, since the PDZ-PTPWT affinity for the pNPP and
pTyr peptide substrates is better than that of the linker-PTP. Hence, the PDZ domain
affects the affinity for the PTP substrate and the catalytic activity of the enzyme in
opposing manner.

To check if this inhibition could also occur when the two domains are not
tethered, the rates of pNPP hydrolysis of the linker-PTP were measured upon trans-
addition of the PDZ domain (construct running from residue 499 to 604; Figure 1A). The
catalytic activity of linker-PTP was left unaffected by the presence of the PDZ domain
(Figure 1C; left panel). Furthermore, when the PDZ domain is added with a molar ratio
80:1 to the PDZ-PTPWT sample, no influence from the PDZ addition was observed (Figure
1C; right panel). PDZ and PTP domains have to be covalently linked to ensure the inter-

domain regulation mechanism in this protein concentration range.

Binding of a PDZ ligand reverses the interdomain inhibition.

We then asked whether the binding of a catalytically inactive ligand to the PDZ
domain could affect this catalytic regulation and in turn modulate the phosphatase
activity. The PDZ-PTPWT kinetic parameters were measured upon PDZ ligand binding.
For this purpose, we used the Cyto8-RETEV peptide, previously shown as the best affine
peptide of the PDZ domain of PTPN4 (dissociation constant, K4, of 1 uM) [16].

Kinetic analysis of PDZ-PTPWT for the hydrolysis of pNPP was achieved at various
concentrations of the Cyto8-RETEV peptide with a saturating concentration pNPP of 2.5
mM (Figure 1D). The initial rates (vo) increased with the addition of the Cyto8-RETEV
peptide. The maximal effect with an increase of vo of 2.1 fold is observed at a
concentration of 20 UM of PDZ ligand, a concentration sufficient to saturate 95 % of the
PDZ binding site. Similar stimulating effects were observed upon addition of other
unrelated sequences of PTPN4-PDZ ligands (Figure 1E; left panel), such as the C-
terminal peptide region of the glycoprotein of an attenuated Rabies virus strain (Cyto13-
att) that targets PTPN4 during infection [15].

To determine whether this increase in the activity was strictly dependent on the
presence of a PBM, we used two variants of the viral peptide Cyto13-att. The first variant

corresponds to a tetrapeptide encompassing the last four residues (ETRL) that are
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essential to the PDZ binding. ETRL induced per se an enhancement of the PDZ-PTPWT
activity (Figure 1E; left panel). By contrast, the peptide Cyto9-A4 lacking the last four
residues matching the PBM, and therefore unable to bind PTPN4-PDZ, has lost the
stimulating ability. To exclude any contribution of a non-specific interaction between the
PDZ ligand and the catalytic domain of the PTP in this stimulation, we measured the
activity of the isolated phosphatase domain linker-PTP upon addition of Cyto8-RETEV.
Under these conditions, the catalytic activity of linker-PTP was unaffected (Figure 1E;
right panel). We conclude that the peptide enhances the catalytic activity of the
bidomain construct through its binding to the PDZ domain.

The kinetic analysis of PDZ-PTPWT was then carried on with pNPP and pTyr as
substrates and in the presence of Cyto8-RETEV at a concentration (40 pM) sufficient
enough to ensure the maximal effect of the PDZ ligand on the phosphatase activity
(Figure 1B). Both the kcar and Ku values significantly increased in the presence of Cyto8-
RETEV at saturating concentration, showing that the release of the inhibition operates
with a partial compensation of the effect on the two rate constants (Table 1). The
stronger effect of Cyto8-RETEV is reflected by the kc.: values. These values are 2.5 fold
and 4.7 fold higher than those in the absence of PDZ ligand using pNPP and pTyr
substrates, respectively. The increase in Kv values in the presence of Cyto8-RETEV is 2.4
and 3.2 fold higher, respectively (Table 1). The release of the inhibition however seems
slightly different between the two substrates. Indeed, the hydrolysis of the less specific
substrate, pNPP, proceeds with a kcat/Km ratio that remains almost unchanged in the
presence or absence of the effector peptide. On the other hand, pTyr dephosphorylation
is activated through an almost complete restoration considering the activity of the
monodomain linker-PTP (Table 1). This value is still lower than the one obtained when
using the monodomain linker-PTP alone. Despite these differences, the main effect
resulting from the occupancy of the PDZ binding site is an almost complete abolition of

the inhibitory effect exerted by the PDZ domain on the efficiency of the catalysis.

PTPN4 interdomain regulation operates through an intramolecular process.

Next, we addressed the mechanism by which PBM binding affects PTPN4 catalytic
activity. One hypothesis was that the activation of PDZ-PTPWT upon PBM binding was
related to the modification of its oligomeric state. Analytical ultracentrifugation (AUC)

experiments were performed to characterize the hydrodynamic properties of PDZ-
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PTPWT in its free state or complexed with Cyto8-RETEV. Both free and complexed forms
of PDZ-PTPWT are present as a single species over a protein concentration range from
3.5 to 14 uM. They display similar sedimentation coefficient values (S20w), 3.43 + 0.02 S
for the free form and 3.46 + 0.03 S for the complexed form. These Szow values are in
agreement with a compact globular protein of 50 kDa (Table 2; Figure S1). We conclude
that the phosphatase regulation by the PDZ domain and its ligand takes place through an

intramolecular mechanism within the monomeric form of PDZ-PTPWT,

The binding of the PDZ ligand is not affected by the adjacent regions.

The presence of adjacent domains or regions could be expected to affect the
affinity of ligand for PDZ domain as demonstrated for MAGUK proteins [23]. Similar
effects were sought here using various extensions of the PDZ domain. Isothermal
titration calorimetry (ITC) was used to yield first the thermodynamic binding
characteristics of complexes between the PDZ domain, the PDZ-linker construct (from
residues 499 to 637) or the PDZ-PTPWTbidomain, and the peptide Cyto8-RETEV (Figure
1A). This peptide binds to PDZ with a Kq value of 3.2 £ 0.2 uM, an affinity slightly better
than that for the PDZ-linker construct (5.3 + 0.5 pM) and close to the one found for PDZ-
PTPWT (3.9 £ 0.5 pM) (Table 3). The interactions within these complexes are mainly
driven by a favorable enthalpy contribution (AH between -11.6 and -13.7 kcal/mol).
Therefore, the presence of the linker or of the phosphatase domain does not affect the
binding of the PDZ ligand.

Since the peptide binding to PDZ increases the Ku for the substrate by a factor of
2 to 3, we looked whether we could detect a reciprocal effect of pTyr peptide binding to
the phosphatase domain on the binding of PDZ peptide. In order to stabilize the complex
formed by PDZ-PTP and the hydrolyzable pTyr peptide, we used PDZ-PTPC/S, an inactive
variant of the phosphatase. In this mutant protein, the cysteine residue of the active site
within the PTP signature motif has been replaced by a serine, avoiding the formation of
the cysteinyl-phosphate intermediate [24]. This substrate-trapping mutant is assumed
to mainly retain the structural and substrate binding properties of the wild-type
phosphatase. The affinities and thermodynamic parameters of peptide Cyto8-RETEV
binding to PDZ-PTPC/S, free or complexed with pTyr, were determined by ITC and are
reported in Table 3. The affinity of Cyto8-RETEV for PDZ-PTPC¢/S (Kqof 1.4 uM) is of the

same order of magnitude as that for the wild-type protein (Kq of 3.9 uM). Moreover, the
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affinity of PTP-PDZC/S for Cyto8-RETEV is barely decreased by the presence of the pTyr
peptide (Kqof 2.0 uM). Thus, the binding of a substrate to the phosphatase active site
does not affect the affinity of a peptide ligand to the PDZ domain.

The overall compact shape of PDZ-PTP is not affected by PDZ peptide binding

We next made the hypothesis that the PBM binding affects the interdomain interaction
of PDZ-PTPWT. The overall structural organization of free PDZ-PTPWT was compared
with that of PDZ-PTPWT complexed to PDZ ligand (Cyto8-RETEV) using analytical
ultracentrifugation and small angle X-ray scattering techniques (SAXS). To minimize
contribution of small aggregates to the scattering, SAXS measurements were acquired in
line during elution of the protein sample from a gel filtration column. High quality SAXS
data were collected in the apex region of the elution peak. The molecular weights
derived from the Guinier analyzes of the SAXS data (scattered intensity as a function of
the angle) reveal no sample aggregation. In agreement with the AUC experiments, we
found that the free and complexed PDZ-PTPWT behave as a monodisperse distribution of
monomers in solution (Table 2). The estimated molecular masses of PDZ-PTPWT, free
and complexed, derived from the extrapolated intensity at the origin I(0), are consistent
with a globular protein of 50 kDa (Tables 2 & S1).

The SAXS profiles of free and complexed PDZ-PTPWT are very similar, reflecting
their common global fold (Figure 2A & 2B). The maximum distance of the protein (Dmax)
and the radius of gyration (Ry) can be derived from the electron pair distance
distributions function P(r). The Dmex and Ry values are respectively 160 A and 34.7 + 0.2
A for free PDZ-PTPWT, and 165 A and 34.3 0.2 A for complexed PDZ-PTPWT (Table 2).
These values are substantially larger than the ones expected for a spherical protein of
431 residues with calculated values of Dmax~ 90 A and Rgx 23 A, highlighting the
elongated shape of PDZ-PTPWT [25]. Such an elongated shape is consistent with the
frictional ratios (f/fo) measured by AUC on both the unliganded and liganded forms of
PDZ-PTPWT, which are 1.46 and 1.47 values, respectively [26]. The dimensionless Kratky
plots (q%I(q) vs q) for both PDZ-PTPWT free and complexed with PDZ ligand are in
agreement with a rather compact structure of PDZ-PTPWT (Figure 2C).

The SAXS and AUC data indicate that the overall elongated but compact shape of
PDZ-PTPWT is not modified by peptide binding onto the PDZ domain. However, PDZ-

PTPWT could exhibit a number of different conformations in solution; a dynamic

127



Résultats I - Allosteric regulation of the catalytic activity of PTPN4

averaging caused by such an interdomain motions could then lead to the same average
value for the static parameters [27]. Most of these conformations would be locked in an
inhibited state, but peptide binding on the PDZ domain would unlock this inhibition by
favoring a subpopulation having catalytic properties similar to the one displayed by the
isolated catalytic domain.

In order to show that such a conformational degeneracy can account for our data,
we generated a subset of conformers from a large random pool that together best fit the
experimental data. Therefore, we modeled 12,000 structures of PDZ-PTPWT on the basis
of the X-ray structures of PDZ (PDB code: 3NFL) and of PTP (PDB code 2175) using
either Molecular Dynamics (MD) or the Dadimodo genetic algorithm [28]. During the MD
and Dadimodo protocols, the two domain structures are fixed and the linker is in
random conformations, generating a large amount of interdomain orientations.
Dadimodo provides structural models refined against SAXS data. Alternatively, back-
calculated SAXS curves are obtained for each of the MD models using CRYSOL and are
superimposed onto the experimental SAXS. The % value, deduced from the difference
between the calculated curves and the experimental data, is used to select the best MD
models. The SAXS curve averaged on the 10 models with the best i values is
superimposed onto the experimental curve on Figure 3A. Analysis of models calculated
using both methods showed that the error function measuring the difference between
the experimental and calculated SAXS values is randomly distributed along zero for all q
values as expected for random errors. Barycenter distances between PDZ and PTP
domains were plotted against the y values (Figure 3B). Among the 12,000 calculated
structures, the 60 models of lowest ¢ values converge to an inter-barycenter distance of
454 + 5.1 A for MD and of 45.5 + 3.9 A for Dadimodo. Thus, the best models generated
by both methods reflect the SAXS data and show that the interdomain distance is
comprised between 40 and 50 A. In order to improve the selection of conformers, the
back-calculated AUC sedimentation velocity characteristics were calculated for each of
these models. Five selected models that are in agreement both with the experimental
SAXS data and the AUC hydrodynamic parameters are shown in Figure 3C. In these
structures, the two domains are always in close proximity but display various
interdomain orientations. Altogether, our data are thus consistent with an elongated and
compact domain organization of PDZ-PTPWT characterized by an interdomain distance

of about 45 A.

128



Résultats I - Allosteric regulation of the catalytic activity of PTPN4

Different dynamic behaviors of PDZ-PTP free and complexed probed by NMR

To assess the possibility that the binding of PBM affects the interaction between the two
domains, we investigate the conformational and dynamic behaviors of the free and
complexed PDZ-PTP bidomain by NMR. As PTP-PDZWT was expressed at a low level, the
PDZ-PTPC/S mutant was mainly used for NMR experiments. 1°N transverse relaxation
optimized spectroscopy-heteronuclear single quantum correlation (TROSY-HSQC)
spectra of PTP-PDZWT and PDZ-PTPC/S are substantially identical (data not shown). Thus,
the mutation C/S does not affect the global protein conformation. The constructs linker-
PTP and PDZ-linker (Figure 1A) were also characterized by NMR to compare their
spectra with those of PTP-PDZ ¢/S (Figure 4A). Our previous assignment of the PDZ
domain was used to identify the resonances of the PDZ in the PDZ-linker and PDZ-PTP
constructs [16]. We have also assigned the resonances of the linker (residue 605 to 637).
Most of the PDZ-linker resonances dominate the >N TROSY-HSQC spectra of PDZ-
PTPC/S; they were easily identified from an overlay of the HSQC spectra of PDZ-linker
and PDZ-PTPC¢/S (Figure S3A), which indicates that the overall structure of the PDZ-
linker domain is not modified in the PDZ-PTP construct. The average H, 15N chemical
shift perturbations (Ad) of PDZ-linker due to the presence of PTP in the PDZ-PTPC¢/S
construct are modest with Ad values between the resonances of PDZ-linker and PDZ-
PTPC/S lower than 0.054 A with a mean A value of 0.020 + 0.012 A (Figure S3B).
Futhermore, upon addition of a PDZ ligand, no substantial chemical shift differences of
the PDZ domain residues were observed in PDZ-PTPC/S relative to the isolated liganded
PDZ. In conclusion, we did not observe any stable surface of interaction between PDZ
and PTP domains through the mapping of the chemical shift perturbations of free and
PBM bound PDZ-PTP¢/S by NMR.

15N relaxation data provide information about local and global dynamics in proteins. To
probe the intramolecular flexibility between PDZ and PTP domains, the >N longitudinal
(R1) and transverse (Rz) relaxation rates Rz of PDZ, PDZ-linker and PDZ-PTP¢/S with and
without PDZ ligand were measured at 25°C and at 600 MHz. The R values (averaged
over the PDZ residues) are 10.3 s for free PDZ, 15.1 st for free PDZ-linker and 32.1 s!
for free PDZ-PTPC/S (Figure 4B). As R is, to a first approximation, a measure of the
global rotational correlation time t., we can roughly estimate that PDZ-PTP¢/S without a

ligand has a t. consistent with the one displayed by a 50 kDa protein assuming isotropic
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overall rotation (Figure 4C). For PDZ-linker, we noticed a significant increase (4.8 s1) of
the mean R; value as compared to the PDZ construct, reflecting the effect of the long
linker on the PDZ global dynamic. In both free and complexed PDZ-PTPC/S, the linker is
highly flexible in the fast timescale and is unstructured. Interestingly, the addition of the
PDZ ligand to the PDZ-PTPC/S bidomain drastically reduced the mean R; value of PDZ
from 32.1 s'1 to 17.4 s'1, which tends towards the R2 value of the liganded PDZ-linker
monodomain (16.6 s'1). Moreover, the mean R1 rate (averaged over the PDZ residues) of
the PDZ-PTPC/S bidomain (1.19 s1) increases upon addition of a PDZ ligand (1.33 s'1)
and tends towards the Ry values measured for the isolated liganded PDZ domain (1.43 s
D). Therefore, as monitored both by R1 and R relaxation rates, the PDZ in the bidomain
construct reorients more rapidly in solution, when it is liganded (Figures 4B & 4C). We
conclude that the binding of a peptide to the PDZ domain increases the global tumbling
of the PDZ domain in the context of the bidomain: transient intramolecular interactions
that were restraining PDZ mobility in free PTPN4 are now destabilized in the presence

of the PDZ ligand.
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Discussion

Our aim was to characterize at the molecular level how the PDZ and PTP domains
could interact to regulate the phosphatase catalytic activity of PTPN4. Previous results
obtained with the three NT-PTPs containing PDZ domains, PTPN3, PTPN4 and PTPN13,
have already pointed out the critical role played by the interaction of PDZ domains with
the PBM of their respective ligands for controlling apoptosis or oncogenesis [15, 17, 29].
In these three cases, very different arguments have indirectly implied the PDZ domain in
the presentation of a phosphotyrosine residue at the catalytic site. We have previously
characterized PTPN4 as an anti-apoptotic phosphatase in neuronal cells [15]. Its
function is hijacked either by peptides from viral origin or by tailored peptides targeting
the PDZ domain. We document here an unprecedented phosphatase regulation by an
adjacent PDZ domain, and the underlying conformational plasticity that controls it. We
demonstrate that the catalytic activity of PTPN4 is inhibited by the presence of its PDZ
domain and this inhibition is released when the PDZ binding site is occupied. In our
study, the peptide that binds the PDZ domain is not a substrate for the phosphatase
catalytic site. Nevertheless, it regulates this enzymatic activity. To our knowledge, this is
the first time that a PDZ domain has been shown to interfere with the catalytic activity of

a phosphatase.

We characterized the auto-inhibited state of the PTPN4 bidomain PDZ-PTP. The
PDZ regulatory domain inhibits the adjacent catalytic PTP domain through a mixed-
inhibition process oppositely affecting the Ky and kcqc of the enzyme. The presence of a
peptide bound to the PDZ domain abolishes the auto-inhibition of PTPN4. In turn, there
is no simple reciprocal cross-talk between the PDZ and PTP domains: the decrease of
affinity for the substrate, as estimated by the Michaelis constant when the PDZ site is
occupied, does not correlate with any concomitant decrease of affinity of PDZ for its
ligand when the catalytic site is occupied. As these binding processes take place, PDZ-
PTP remains under its monomer state. Inhibition and disinhibition processes both imply
an intramolecular communication: the binding of a peptide ligand on the regulatory
domain most likely affects the active site via a distal interaction occurring through a

protein interface.
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The auto-inhibited PDZ-PTP adopts an elongated but compact organization as
monitored by SAXS, AUC and NMR spectroscopy. However, the experimental scattering
curves reflect ensemble-average and time-average contributions from conformations
present in solution. The conformational space occupied by the PDZ and PTP rigid bodies
and by the flexible linker was thoroughly sampled by simulation to identify the
conformations that best fit the scattering and AUC data. The interdomain barycenter
distances for the models of lowest x values are indeed consistent with the existence of
close contacts between PDZ and PTP domains. But we noticed a broad distribution
around this mean value illustrating the potential dynamics of interdomain orientation.
NMR data also indicate that PDZ and the PTP domains are not rigidly locked. We did not
observe any stable interactions between PDZ and PTP through chemical shift mapping
analysis. The two domains have different dynamic behaviours with slightly higher R>
values for the PTP domain (data not shown). The interdomain linker itself appears
flexible and unstructured in PDZ-PTP. It does not stably contact either the PDZ or the
PTP domains. However, we show that the tether is required for the inhibition. Thus, the
PDZ and PTP domains have partially distinct hydrodynamic properties and present
interdomain dynamics even if a compact organization of PDZ-PTP is predominant in

solution.

The PDZ ligand plays a regulatory role by efficiently restoring the catalytic
activity of PTPN4, with phenomenological parameters quite similar to the ones
displayed by the isolated catalytic domain. In parallel, our NMR data indicate a
dynamical rearrangement between the domains upon binding of the PDZ ligand, leading
to a more relaxed conformation of PDZ-PTP. The peptide binding to the PDZ likely
causes partial disruption of the transient interactions between the domains as the >N
relaxation data tend toward those expected for the isolated domains freely tumbling in
solution. This interdomain flexibility likely explains the failure of our numerous
crystallization attempts with liganded and unliganded PDZ-PTP. In conclusion, the PDZ
ligand shifts equilibrium toward the relaxed conformation of PDZ-PTP that could be

related to the catalytic active form of the phosphatase.

In this context, the absence of parallel between the changes in Ky values for the

substrate, depending whether the PDZ is occupied or free, and the similar dissociation
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constants of the PDZ ligand depending whether the catalytic site is occupied or free
could be explained by the fact that the measured Michaelis constants do not reflect the
affinity of the substrate for the same intermediate ES along the catalytic pathway leading
to dephosphorylation. The most documented event susceptible to control such a change
for tyrosine phosphatases is the dynamic of the opening/closing transition of the WPD
loop, a conserved catalytic motif. Substrate binding is accompanied by a large
conformational change in the active site: the WPD loop closes around the pTyr residue of
the substrate and provides residues that are essential at two stages of the catalytic cycle
[30]. Remarkably, NMR data obtained for YopH and PTP1B phosphatases suggest that
phosphorylation levels can be modulated through control of WPD loop kinetics [31].
Allosteric inhibitors of the phosphatase PTP1B can control loop closure, trapping the
inactive open conformation of the WPD loop and limiting, in this case, the full enzyme
activity [32]. If the tyrosine phosphatases are characterized by the presence of adjacent
non-catalytic domains, there is only one example reporting the direct regulation of their
catalytic activity by such domains: the SH2 adjacent domains regulate the SHP1 and
SHP2 activity by directly blocking the phosphatase active site resulting in competitive
inhibition and preventing closure of the WPD loop [3, 33]. Furthermore, binding of a
phosphopeptide to these SH2 domains allosterically dissociates the SH2 from the PTP
active site and activates the phosphatase. The tertiary structures of PTP1B, SHPTPs and
PTPN4 are highly conserved. The phosphatases share a common catalytic mechanism
based on mobility of the WPD loop. We propose that the PDZ and linker regions of
PTPN4 could allosterically control the catalytic activity without interfering directly with
the catalytic site but rather by modulating the kinetics of the WPD loop. The unliganded
PDZ inhibits the phosphatase by allowing a larger accessibility of the phosphatase
substrate to the catalytic site, most likely by stabilizing the WPD loop in an open state;
the peptide binding to the PDZ, by triggering the closure of the WPD loop, would
promote simultaneously an enhancement of the activity and a decrease in substrate
accessibility. This allosteric mechanism involving the PDZ domain could apply to the
oncogenic PTPN3, the closest homologous of PTPN4. PTPN3 and PTPN4 share the same
modular architecture and display a high sequence identity. For both proteins, a similar
mechanism has been proposed to explain their proliferative and anti-apoptotic
functions, implying the cooperation of their PDZ and catalytic domains for the

dephosphorylation of a phosphotyrosine residue, present on their respective ligands
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[15, 17]. Along these lines of evidence, we propose that PTPN3 phosphatase activity is
also regulated by its PDZ domain. This is supported by previous biochemical studies

[34].

In the auto-inhibited state of PTPN4, the PDZ binding site of the bidomain
appears to be fully accessible. Affinity for the incoming ligand is maintained, suggesting
that the peptide binding groove is not occluded by either the linker or by the
phosphatase domain. Moreover, the free energy and thermodynamic characteristics of
peptide binding are nearly identical for all the protein constructs. The PDZ-PTP
bidomain has therefore no distinct PBM binding properties with respect to an isolated
PDZ module. On this basis, a direct and stable contact of the peptide with the linker or
with the phosphatase domain seems unlikely. The occupancy of the PDZ binding site by
the shortest sequence (ETRL) able to bind the PDZ domain is sufficient to activate
PTPN4. All these observations support our view that the PDZ ligand destabilizes through
allosteric interactions the auto-inhibited state of PDZ-PTP to stimulate its phosphatase
activity. Accordingly, peptide binding modulates the overall stability/dynamic of the
PDZ domain in the bidomain. The overall structure of the PDZ domain of PTPN4 is not
affected by the binding of the PBM; We solved the X-ray structure of the PDZ in
interaction with the Cyto8-RETEV peptide (P.M. unpublished data). However, we
previously observed by NMR that ligand binding destabilizes all the -sheets of PTPN4-
PDZ with a drastic functional effect [16]. In parallel, Wang and coll. have shown that
ligand binding to the two N-terminal PDZ domains of PSD-95 increases the interdomain
mobility produced by extra conformational entropy [35]. Cho and co-workers have
reported that, in the Crk-II system, intramolecular SH2-SH3 interactions could induce
differential effects on the thermodynamic stabilities of individual domains to finely
adjust the overall functional response [36]. We conclude that modification of
thermodynamical properties of PDZ upon ligand binding could result in the disruption of
PDZ/PTP or/and linker/PTP contacts leading to the activation of the phosphatase. The
interdomain flexibility of PDZ-PTP is also potentially important for allowing an
intermolecular regulation of other partners, for instance in maintaining low levels of

phosphorylation of the GluA2 subunit of the AMPA receptors [10].
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Up to now, only a few studies have shown that PDZ domains, in addition to their
function of recruiting specific partners, could directly regulate the catalytic activity of
the enzymes to which they are tethered. For the HtrA2 and DegS proteases, an
intramolecular inhibition of the enzyme activity by the corresponding PDZs has been
demonstrated. This inhibition is reversible upon addition of the specific PDZ ligand [37].
For PTPN4, the PDZ domain alternatively also plays an inhibitor role when it is empty
and an activator role when occupied. Thus, our research contributes to the emerging
awareness that catalytic inactive scaffold domains, such as PDZ domains, are not simply
passive molecular interactors but also play a role in the dynamic regulation of signaling
pathways [38]. Regulation of protein function by intramolecular interaction may be a
more common function for PDZ domains that was largely underestimated in the past.
Given the abundance of PDZ domains in eukaryotic proteins and their frequent
proximity to catalytic domains, it is not unlikely that enzymes can be frequently auto-

regulated by their own PDZ domains.
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TABLES :

PTPN4 constructs Ku (UM) keat (s1) Keat/Ku (s'1.M-1)

linker-PTP 640 + 24 5.0+£0.2 7810 = 380

pNPP PDZ-PTPWT 29010 1.5+0.1 5170 £ 430

PDZ-PTPWT + Cyto8-RETEV 690 + 15 3.8+0.2 5510+ 170
linker-PTP 16.2 £ 0.2 11.7+0.3 722200 + 2500
plyr PDZ-PTPWT 43 +0.7 1.8 £0.1 418600 £ 8000

peptide

PDZ-PTPWT + Cyto8-RETEV 12.1+3.3 84 +1.1 694200 + 9400

Table 1. Kinetic parameters of the hydrolysis of pNPP and pTyr peptide by various PTPN4

constructs.

The data and error bars are representative of three independent experiments.

PTPN4 constructs

S — PDZ-PTPWT +
Cyto8-RETEV
M; theoretical (g.mol1) 51718 53231
Sed coef (Sow,20) (S) 3.43+0.02 3.46 +0.03
AUC  f/fo 1.46 1.47
M, estimated (g.mol1) 49255+ 1900 52281+ 1000
R; (A) 34.7+0.2 34.3+0.2
Dimax (A) 160 165
SAXS Calc. sed. Coef. (S) 3.44+0.7 -
M; estimated from I(0) (g.mol- 46900 £ 100 47150 + 100

")

Table 2. Hydrodynamic parameters of PDZ-PTPWT derived from the analysis of analytical

ultracentrifugation and SAXS data.

The normalized sedimentation coefficients (So) were processed to get the standard
sedimentation coefficients in water at 20°C (So, w, 20)-
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Table 3. Thermodynamic parameters of Cyto8-RETEV binding with different PTPN4

constructs.
PTPN4 Cell Ky AH -TAS AG
constructs titration N (M) (kcal/mol)  (kcal/mol) (kcal/mol)
PDZ Buffer 0.99+0.01 3.2zx0.2 -13.7+0.1 6.2+0.1 -7.50 £ 0.03
PDZ-linker Buffer 1.03+0.02 5305 -123+0.4 51+04 -7.20 £ 0.06
PDZ-PTPWT Buffer 092+0.03 39zx05 -11.6 £0.6 42+0.7 -7.38+0.08
PDZ-PTPC/s Buffer 092+0.01 14=zx0.1 -123+0.2 44+0.2 -7,99 + 0.04
pTyr
PDZ-PTPC/s 0.90+0.02 2.0zx0.3 -10.3+0.3 2504 -7.78 £ 0.09
peptide

Kq were measured by ITC at 25°C with PTPN4 constructs at a concentration of 30 M in Tris 50
mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, TCEP 0.5 mM. pTyr peptide at 150 UM was added for the last
experiment. AH and TAS correspond to the enthalpy and entropy of the system, respectively.
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Figure 1. Switch of the phosphatase activity by the PDZ domain and the PDZ ligand.

(A) Schematic representation of the PTPN4 constructs.

(B) Michaelis-Menten plots of initial rates of pNPP (left panel) and of pTyr peptide (right panel)
hydrolysis by different constructs of PTPN4 at 75 nM and 10 nM with pNPP and pTyr,
respectively; ¢ linker-PTP; ® PDZ-PTPWT; v PDZ-PTPWT in the presence of 40 uM Cyto8-RETEV
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peptide. The solid lines are nonlinear least-squares fits of the data to the Michaelis-Menten
equation for linker-PTP, PDZ-PTPWT, PDZ-PTPWT in the presence of 40 UM Cyto8-RETEV in blue,
black and red, respectively.

(C) The initial rates of pNPP dephosphorylation by linker-PTP (left panel) and by PDZ-PTPWT
(right panel). Linker-PTP and PDZ-PTPWT were both at 75 nM in presence of 2.5 mM of pNPP.
Values were determined after 2 hours (white bars) and 24 hours (black bars) of pre-incubation
of the enzyme with PDZ domain at a concentration of 60 UM (enzyme:PDZ molar ratio of 1:80).
(D) The normalized initial rates of pNPP dephosphorylation by PDZ-PTPWT as a function of
Cyto8-RETEV concentration. The concentrations of pNPP and PDZ-PTPWTare 2.5 mM and 75 nM,
respectively.

(E) Initial rates of pNPP dephosphorylation by PDZ-PTPWT (left panel) and by linker-PTP (right
panel) with 2.5 mM of pNPP and 75 nM of PDZ-PTPWT or linker-PTP. Values were determined in
the absence of peptide (Apo) or in the presence of peptide (ETRL at 800 uM, Cyto9-A4 at 250
MM, Cyto8-RETEV at 20 uM and Cyto13-att at 1 mM).

The data and error bars are representative of three independent experiments.
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Figure 2. SAXS analysis of PDZ-PTPYT free and complexed to Cyto8-RETEV.

PDZ-PTPWT free and complexed to Cyto8-RETEV data are represented in red and in blue,
respectively.

(A) Experimental SAXS data (I(q) versus q) with error bars in black lines.

(B) The P(r) function of the SAXS data, where P is the pair-distance distribution function and r is
the distance vector.

(C) Normalized Kratky plots.
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Figure 3. Modeling of PDZ-PTPWT,

Left and right panels of (A) & (B) depict results obtained from Dadimodo and Molecular
Dynamics, respectively.

(A) The experimental SAXS intensity (lexp; black) and the fit between the calculated SAXS
intensity averaged on the 10 models (l.v; red) are plotted as a function of the diffusion vector
amplitude, q (Figure S2). The  values of 1.3 and 2.0 for Dadimodo and Molecular Dynamics,
respectively, indicate that the deviations between the calculated and experimental intensities
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are close to the experimental errors. The difference between the two intensities divided by the
experimental error is plotted (bottom) as a function of q.

(B) x values versus the distance between barycenters of PDZ and PTP domains for each model.
The x value defined as [1/N*Zq((Iexp-lav)/0)’]"? scores the difference between these two
intensities, o being the experimental error and N the number of points.

(C) Overlay of five models of PDZ-PTPWT obtained from SAXS data and from cross-validation
with hydrodynamic parameters. Those models are superimposed and aligned on the PTP
domain. PTP is colored in blue and PDZ in red.
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Figure 4. NMR study of several constructs of PTPN4.

(A) 1H-15N HSQC spectra of PTPN4 constructs. From left to right panels: PDZ-linker (350 uM,
recorded at 600 MHz), linker-PTP (110 pM, recorded at 600 MHz) and PDZ-PTP¢/s (400 uM,
recorded at 950 MHz).

(B) Transverse 15N relaxation rates (R2) of the PDZ domain within several constructs of PTPN4.
The several constructs used are: free isolated PDZ (magenta), free isolated PDZ-linker (green),
free PDZ-PTPC/s (black) and isolated PDZ-linker and PDZ-PTP¢/S complexed with the Cyto8-
RETEV (blue and red, respectively).

(C) Average R; (filled circles) for each construct plotted as a function of the molecular weight
(MW). Error bars represent the S.D. of Rz values. The black line represents the molecular weight-
dependent R2 rates calculated using isotropic rotational correlation times from Stokes’ law.
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Supplemental Information

Allosteric Regulation of the Catalytic Activity of the Human

Phosphatase PTPN4 by its PDZ Domain.

Pierre Maisonneuve, Célia Caillet-Saguy, Bertrand Raynal, Bernard Gilquin, Alain
Chaffotte, Javier Pérez, Sophie Zinn-Justin, Muriel Delepierre, Henri Buc, Florence

Cordier, Nicolas Wolff
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Supplemental Results
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Figure S1: Analytical Ultracentrifugation of PDZ-PTPYT free and complexed to Cyto8-
RETEV.

The normalized sedimentation coefficient (So) distribution profiles are based on sedimentation
velocity experiments performed at 25°C. Sedimentation coefficients are in Svedberg, with 1 S =
10-13s.
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Figure S2: Evolution of the y values from molecular dynamics models versus the
number of models used in the calculation of the average SAXS intensity for PDZ-
PTPWT,
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Figure S3: Chemical shift perturbation analysis.
A) Overlay of 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled PTPN4 constructs: PDZ-linker in red (450
MM, recorded at 600 MHz) and PDZ-PTPC/s in black (400 uM, recorded at 950 MHz).
B) 1H, 15N average chemical shift differences (Ad) of the PDZ in free PDZ-PTPC/s relative to
the isolated free PDZ (brown), and in Cyto8-RETEV bound PDZ-PTP¢/s relative to the
isolated Cyto8-RETEV bound PDZ (blue).
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Table S1: SAXS data collection and scattering-derived parameters, Related to
Figure 2.

Parameters corresponding to experiments recorded on PDZ-PTPVYT free and complexed to Cyto8-
RETEYV are referenced as @ and b, respectively.

Data collection parameters

Instrument SWING beamline, Synchrotron Soleil
Beam geometry KB mirrors + guard slits
Wavelenght (A) 1.033

q range (A1) 0.0006-0.5000

Exposure time (min) 0.017 per frame

Concentration range (mg ml-1) Summit of the HPLC peak at 1.202 and 1.18P
Temperature (K) 290

Structural parameters

[(0) (cm™) [from P(r)] 0.4347 E-012; 0.4472 E-01P

Rg (A) [from P(1)] 37.522; 37.400

[(0) (cm™) [from Guinier] 0.4396 E-01 £ 0.0010 E-015
0.4389 E- 01 + 0.0010 E-01P

Rg (A) [from Guinier] 34.7 £ 0.23;34.3 £ 0.2b

Dmax (A) 1602; 165>

Dry volume calc. from seq. (A3)  0.6265 E+052; 0.6265 E+05P

Molecular-mass determination
Partial specific volume (cm3 g1) 0.729?; 0.728P
Contrast (Ap X 1010 cm2) 2.973; 2,.99b
Molecular mass M; [from I(0)] 46900.0 £ 100.0%; 47150.0 + 100.0P
Calculated M; from sequence 51717.82; 53231.4b

Software employed

Primary data reduction FoxTrot
Data Processing FoxTrot
Rigid body modelling CNS

Computation of model intensities CRYSOL
3D graphics representations PyMOL
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Supplemental Experimental Procedures

Protein expression and purification

To produce unlabelled proteins, cells were grown in a LB medium for PDZ, PDZ-
linker and linker-PTP, and in a Super-Broth medium for PDZ-PTPWT and PDZ-PTPC/s,
For the 15N and !*N/13C protein samples, cells were grown in a bioreactor with M9
minimal medium containing 1.0 g/1 15NH4ClI as the sole nitrogen source or containing 1.0
g/1 15NH4Cl and 4.0 g/1 13C-glucose as the sole nitrogen and carbon sources, respectively.
Protein expression was induced at 0D600nm 0.8 - 1 with 1 mM IPTG at 18°C for 16 h for
PDZ-PTPWT, PDZ-PTPC/S and linker-PTP and at 30°C for 3 h for PDZ and PDZ-linker.

For GST-tagged protein, harvested cells were resuspended in buffer A (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl), 2 mM p-mercaptoethanol, protease inhibitor cocktail
(Roche), and then disrupted in a French press. The clarified supernatants were loaded
onto a GST column (GSTrap HP, GE), and washed with the same buffer. The tag-GST was
cleaved overnight at 4°C by the TEV protease (1% M/M) directly injected on the column.
The eluted fractions containing the protein were pooled and loaded onto a size exclusion
column (Hiload Superdex 75pg, GE) equilibrated with buffer A with 0.5 mM TCEP.

For His-tagged protein, harvested cells were resuspended in buffer A (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl), 2 mM p-mercaptoethanol, 40 mM imidazole, protease
inhibitor cocktail (Roche), and then disrupted in a French press. The clarified
supernatants were loaded onto a Ni?* column (HiTrap Chelating HP, GE), and washed
with the same buffer. Proteins were eluted with an imidazole gradient from 40 mM to
250 mM. The eluted fractions containing the protein were pooled and diluted by 5-fold
with a free NaCl buffer, loaded on an ion-exchange column (HiScreen Q HP) and then
eluted with a NaCl gradient from 0 M to 1 M. If necessary, the tag-His was cleaved by the
TEV protease (1 % M/M) overnight at 4°C. Then, the protein solution was loaded onto
Ni2* column to remove His-tag and the TEV protease. Cleaved proteins were further
purified by gel filtration (Hiload Superdex 75 pg, GE) equilibrated with buffer A with 0.5
mM TCEP. All purification steps were performed at 4°C. Proteins were concentrated
using centrifugal filter devices (Vivaspin, Sartorius). Proteins concentration was

estimated from its absorbance at 280 nm.
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Analytical ultracentrifugation

Experiments were carried out in a ProteomeLab XL-I analytical ultracentrifuge
(Beckman Coulter) equipped with double-UV and Rayleigh interference detection and
using an AN60-Ti rotor and 12 mM thick epon double sector centerpieces. Absorbance
and interference profiles were recorded every 5 min. Buffer viscosity (n=0.9160 cP) and
density (p= 1.0047 g.mL-1) at 25°C were estimated with Sednterp 1.09. Partial specific
volumes at 25°C were estimated based on amino acid sequences using Sednterp 1.09.

Data were analyzed with Sedfit 12.1 using a continuous size distribution c(S) model.

Enzymatic assays

Absorbances were measured continuously at 360 nm and 410 nm for phospho-peptide
and pNPP, respectively, using a Perkin Elmer UV spectrometer equilibrated at 25°C.
Initial linear reaction rates were calculated during a 2-minutes reaction using PECSS
software. The Ky and kcie constants were deduced from fitting the Michaelis-Menten
equation with the Origin software. The equation takes into account excess-substrate

inhibition.

SAXS processing and Modeling

SAXS samples were prepared in buffer A with 0.5 mM TCEP. Samples of PDZ-PTPWT (50
pl) at 6.7 mg/ml were injected into a size-exclusion column (Agilent Bio SEC-3, 4,6 mM)
using an Agilent© High Performance Liquid Chromatography system cooled at 25°C and
eluted directly into the SAXS flow through capillary cell at a flow rate of 200 pl/min. For
the experiments corresponding to PDZ-PTPWT complexed with Cyto8-RETEV, the
column was equilibrated with the buffer A with 0.5 mM TCEP and 40 uM Cyto8-RETEV.
SAXS data were collected online throughout the whole elution time, with frame duration
of 2 s and a dead time between frames of 1 s. The first 30 frames collected during the
first minutes of the elution flow were averaged to account for buffer scattering. The 10
frames corresponding to the top of the elution peak were averaged and were used for
data processing after baseline subtraction.

The data were analyzed using FOXTROT and PRIMUS (Primary Analysis and
Manipulations with Small Angle Scattering DATA) from ATSAS 2.1, from which Guinier
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and normalized Kratky plots were generated. From the corrected scattering curves, the
pair-distribution functions were computed using GNOM [1].

Models for PDZ-PTPWT of PTPN4 from amino acid 499 to 926 were calculated using CNS,
based on the X-ray structure of the PDZ (PDB code 3NFL) and of the PTP (PDB code
2175) [2] [3]. The two domains were rigid and their centers of mass were located at
random distance (less than 80 A) and then randomly rotated around their respective
center of mass. The linker, the N-terminal and the C-terminal part of PDZ-PTPWT
fragment were set in random conformations. Over 8,000 models, 3641 models were
selected excluded those with high van der Waals bump. The theoretical SAXS curve was
calculated for each of these models wusing CRYSOL (http://www.embl-
hamburg.de/biosaxs/crysol.html). A % value was obtained, that scored the fit between
the experimental (lexp) and calculated (Icac) intensities and was calculated as
[1/N*Zq((lexp-lcaic) /0)?]1/2, o being the experimental error and N the number of points.
Then, the 10 final models with the best i values were selected. To correctly account for
the conformational variability of the unfolded regions, we calculated an average SAXS
intensity (lav) curve from the 10 theoretical intensities (Icac) curves. This average curve
results from the presence of the 10 models within the population of PDZ-PTPWT.
Comparison of I,y and lexp yielded a x value of 2.0. Figure S3 illustrates how the y value
corresponding to the fit of the average theoretical intensity to the experimental intensity
evolves with the number of models used to calculate the average intensity. Because of
the limited variability of the relative position of the PTP and PDZ domain in the selected
PDZ-PTPWT models, the y value was already at its minimum using only 4 models (Figure
S3).

In the previous approach, the models were filtered using the SAXS data. In order to use
an approach refining proteins against SAXS data, we used DADIMODO. Six runs were
performed using six different starting points in which the two domains were located in
different relative positions and with various conformations of the linker. A set of 2290
models was analyzed. As previously, the average curve based on the 10 models with the
best yx values was selected and the comparison of l.yv to lexp yielded a x value of 1.3
(Figure 5). Best models obtained by both previous modeling approaches were cross-
validated with AUC sedimentation coefficients (Table 2). Cross validation of the models

and final selection were performed by comparing the experimental sedimentation
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coefficients obtained from ultra-centrifugation analysis with the theoretical

sedimentation coefficients calculated with our models using SOMO [4].
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3) Commentaires

Cette publication s’attache a I'étude du comportement global de la protéine dans
ses états auto-inhibé et activé pour permettre par la suite une analyse plus en détail du
mécanisme moléculaire de la régulation inter-domaine. Dans cette optique, nous avons
débuté une étude du linker pour identifier son réle dans la communication entre le

domaine PDZ et la phosphatase. Ces résultats sont détaillés dans le chapitre suivant.

Un point que jaimerais aborder concerne le comportement dynamique des deux
domaines qui a rendu particulierement difficile I'’étude de PTPN4 par cristallographie
aux rayons X. En effet, de tres nombreux essais de cristallisation du supramodule PDZ-
PTP n’ont pas permis d’obtenir de cristaux. Ces essais ont été effectués a deux
températures, 18 °C et 4 °C, a différentes concentrations (de 5 g/L a 10 g/L), avec
différentes compositions du tampon du supramodule et avec différents ratios de
protéine et de tampon de cristallisation dans la goutte de cristallisation. Ces conditions
ont été testées pour le supramodule seul ou avec différentes combinaisons de ligands du
domaine PDZ, de phosphate inorganique ou encore de vanadate, qui mime la phosphate

inorganique.

4) Résultats complémentaires

Nous nous sommes intéressés au role du linker qui relie les deux domaines. Cette
question est fondamentale pour une meilleure compréhension du mécanisme de
régulation inter-domaine. De nombreuses études montrent que, dans des cas similaires
de régulation inter-domaine, le linker a un réle direct dans la communication des
domaines. Il peut interagir avec 'un des domaines, ou les deux a la fois, et permettre
ainsi I'établissement d’'une communication entre les domaines. Dans certains cas, le
linker posséde des éléments de structure secondaire sans lesquels il n'y a pas
d’interaction avec les domaines. Il peut également controler la flexibilité et la dynamique

entre les domaines dont leur activité est dépendante (473-475).
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Nous avons ainsi observé que le linker est indispensable pour maintenir la régulation
inter-domaine. Nous nous sommes demandés dans un premier temps si ce linker
composé de trente-et-un acides aminés possede une structure secondaire. Les
prédictions de structure secondaire prédisent une hélice-a dans sa partie N-terminale
(Figure 40). L’étude des déplacements chimiques relevés par RMN du linker indique
qu’il n’adopte pas de structure secondaire. De plus, les valeurs des temps de relaxation

mesurés dans le double domaine PDZ - PTP indiquent une forte flexibilité du linker.

PDZ PTP
PTPN4 VRPNAVYDVVEEKLENEPDFQYIPE KAPLDSVHQDgHSLRE SMIQ
DSC hhhhhhh hhhhh
MLRC hhhhhhhhhhh hhhhhhhh
PHD hhhhhhhh eeee e ee
Predator hhhhhhhhh hhhhhh
Sec.Cons. hhhhhhhh ?2hhhhh

Figure 40 : Prédiction de structure secondaire du linker entre le PDZ et PTP de PTPN4.
Séquence du linker entre le domaine PDZ et PTP de PTPN4 (résidus du linker 605-635).

Les prédictions de structures secondaires sont représentées en-dessous de la séquence. Pour les différents
logiciels utilisés : h correspond a la prédiction d’hélice o, e au feuillets 3 et ¢ a du non structuré. (476-479)
(http://npsa-pbil.ibcp.fr).

Puisque le linker est décrit comme flexible et non structuré, nous avons voulu tester sa
résistance a la protéolyse ménagée. Pour cela quatre enzymes ont été utilisées: la
trypsine et la chymotrypsine, qui possédent des sites de clivage spécifiques au sein du
linker (Figure 41A) et deux autres protéases avec des spécificités a large spectre. Le
double-domaine PDZ-PTP a été incubé a 37 °C pendant 60 min avec chacune des
protéases a un ratio molaire de 1: 100 (protéase: PTPN4) pour la trypsine et la
chymotrypsine et un ratio molaire de 1: 1000 pour les deux autres. L’analyse des
fragments de protéolyse a ensuite été réalisée par gel SDS-Page et par spectrométrie de

masse pour localiser les sites de clivage.
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C T CcC 1)
(A) X :
PTPN4 VRPN:AVYﬁVVEE]ﬁENEPDEﬁYEPEKﬁPLDSVHQD:DHSLRESMIQ
PDZ' 'PTP

55kDa
40
35
25
15
(@)
N° Bande | N-terminal | Localisation de la Localisation du clivage
séquence

1 GAMSS | N-Terminal Clivage dans le PTP

2 HSGELM | Boucle du PDZ Clivage dans le PDZ

3 GAMSS | N-Terminal Clivage dans le PTP

- VRPN En C-Terminal du PDZ | Clivage dans le PDZ

5 SVHQDD | Linker Clivage dans le Linker

Figure 41 : Analyse par protéolyse ménagée de PDZ-PTP de PTPN4

(A) Séquence du linker de PTPN4 avec indiqués les sites de coupures potentiels de la chymotrypsine (C)
et de la trypsine (T). (B) Gel SDS-Page apres une heure d’'incubation de PTPN4 PDZ-PTP a 37°C avec les
différentes protéases. Les bandes les plus intenses dont la séquence N-terminale a été identifiée par
spectrométrie de masse sont numérotées. (C) Identification des séquences N-terminales des fragments de
protéolyse, avec pour chacune la localisation de la séquence N-terminale du fragment et la localisation du
clivage.

La protéine PDZ-PTP est résistante a la protéolyse. Apres une heure d’incubation a 37°C
avec différentes protéases, la majorité de la protéine (~55kDa) reste non clivée (Figure
41B). L’identification de la séquence N-terminale des fragments dont les bandes sur gel
sont les plus intenses montre que, a I'exception du fragment issu du clivage par la
papaine, les sites de clivage se situent au niveau des domaines PDZ et phosphatase. Dans
le cas de la papaine, le clivage se situe a I'extrémité C-terminale du linker précédant la
premiere hélice a de la phosphatase. Ces observations tendent a montrer que le linker
situé entre le domaine PDZ et PTP de PTPN4 est résistant a la protéolyse ménagée. Bien
que flexible, le linker pourrait interagir avec les domaines PDZ ou phosphatase, au moins

a une fréquence suffisante pour étre protégé des protéases.
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PDZ‘] 610 620 630

human NAVYDVV--- EEKLENERDF KAPLDSVH----Q
Pan-troglodytes NAVYDVV---EEKLENEPRDF KAPLDSVH----Q
Pongo-abelii/ NAVYDVV---EEKLENERDF KAPLDSVH----Q
Macaca-mulatta/. NAVYDVV---EEK NEPDF KASLDSVH----Q
Callithrix-jacchus NAVYDVV--- EEKLENERDF KAPLDSVH----Q
Canis-lupus-familiaris, NAVYDVV- - - EEK NEPD F KAPLDS IH----Q
Ailuropoda-melanoleuca NAVYDVV---EEKLENEPRPDF KAPLDS IH----Q
Equus-caballus, NAVYDVV--- EEKLENERDF KTPLDNVH--~--Q
Oryctolagus-cuniculus, NAVYDVV--- EEKLIENERDF KAPLDSVH----Q
Sus-scrofa, NAVYDVV---EEKLENERDF KAPLDSCH----Q
Bos-taurus, NAVYDVV---EEKLENERDF KAPLDSVQ----Q
Mus-musculus, NAVYDVV---EEKLESERDF KAPLDSVH----Q
Rattus-norvegicus NAVYDVV--- EEKLIESERDF KAPLDSVH----Q
Monodelphis-domestica NAVYDVV---EEKFENERDF KSPLDGVH----QNDNALR -
Taeniopygia-guttata NAVYDVV---EEKLESERDF KSPLDCGVH----QDDNALR -
Gallus-gallus NAVYDVV---EEKLESERDF KSPLDGVH--~--QDDNALR -
Meleagris-gallopavo NAVYDVV---EEKLESERDF KSPLDGVH----QDDNALR -
Xenopus-laevis NAVYDIV---EER S DF KTAMDGIH----SDDDALR -
Danio-rerio NAIYDVV---EEKLIETERDF KSPTDP SH----LDQDAWR -
Tetraodon-nigroviridis NAIYDVV---EEKADS EF KCPQDPTQ----LDQHALR -
Strongylocentrotus-purpuratus, ~-=-=-~-NVY---VGEEVEREYVF SPRIVNGE-~-IDSLT~--~-~~

Camponotus-floridanus NALYNALAGTDETSEE
Harpegnathos-saltator NALYNALAGTDETSEE
Apis-mellifera, NALYNALAGTDETSEBE

DAPHAVIGS--DALA--~-~-~-~
DAPHAAIGS--DALA--~-~-~-~
DAPHAAIGS--DALA-~-~-~-~-~

T T L L R T T e e e e e e e e e e e e e e

Nasonia-vitripennis, NALYNALAGTEEP PYR DVPHTAVGS--DALA-~-~-~-~-~
Tribolium-castaneum, NVLYA- -~~~ CMEEF EJBBP Y VGELQRPPSPENALE-~-~~-~-~
Pediculus-humanus-corporis == s e s s s sse==== AY VQT I SNGA--DALS--~-~-~-~
Acyrthosiphon-pisum, ~-KGDDDDDECLKEKEE LF SPPSVMSS--DPLV~-=~==~-~
Anopheles-darlingi ~-=-=-=-NPL--~-LGFARE LY ESDIVP ===~~~ LNGDQQFT
Anopheles-gambiae-str.-PEST --=--NAL---|IDYPQE LY ESDIVRAG--~-LLNGDQEFT
Culex-quinquefasciatus ---=-NAL---VDYSRE LY DECDIVRGT---ELNGDQLFT
Aedes-aegypti, -=-=-=-NAL---VDYTRE LY ESDIVRG-~-~--ELNGDQEFT
Drosophila-persimilis, === 0 0=e-=---= QRSAPLLMEE LY SDEIGSHS--NLLE FT
Drosophila-pseudoobscura-pseudoobscura === === QRSAPLLMEE LY SDEIGSHS--NLLE FT
Drosophila-willistoni === 0 =e===-- QRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLL FT
Drosophila-sechellia. =006 ====== QRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLL FT
Drosophila-melanogaster, === 0 0@ =====-= QRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLL FT
Drosophila-erecta, =00z =e===== QRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLL FT
Drosophila-yakuba, =0 =e=-==-- QRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLLE FT
Drosophila-mojavensis,. =006z =e===-= KRSAPLL E LY SDEIGSHS-~-NLLE FT
Drosophila-virilis, == @ eeeaa- KRSAPLL E LY SDEIGSHS--NLLE FT
Drosophila-grimshawi, === ===e-- KRSAPLLFEBE LY SDEIGSHS--NLLE FT
Drosophila-ananassae - === 00 0====-=--= HRSVPLLYBE LY SDEIGSHS-~-NLLE FT

Conservation [ ' .I . - .

—————— 0---332246 398 24254221~----5501020-

Figure 42 : Alignement de séquences du linker de PTPN4 de différentes espéces.

Les acides aminés les plus conservés sont colorés en bleu. Plus le bleu est foncé, plus les acides aminés
sont conservés. Le score de conservation de chaque acide aminé est représenté en dessous de I'alignement
sous forme d’histogramme.

L’alignement des séquences du linker de PTPN4 issues de diverses especes met en
lumiére que des acides aminés sont fortement conservés. Parmi eux, certains pourraient
jouer un role important dans la communication inter-domaine, notamment des résidus
hydrophobes qui seraient capables d’interagir avec les domaines adjacents (Figure 42).
De plus, deux prolines (Psig et Pez4) situées au centre du linker sont strictement

conservées et pourraient participer a la dynamique inter-domaine. En effet, les
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propriétés entropiques des linkers situés entre deux domaines peuvent avoir des

conséquences fonctionnelles sur ces derniers (480).

5) Perspectives

Afin de d’étudier plus en détail les mécanismes moléculaires et dynamiques
gouvernant la régulation inter-domaine du supramodule PDZ-PTP de PTPN4,
'attribution par RMN des résonances du domaine phosphatase de PTPN4 est le premier
objectif. Cette étape est ardue, du fait des faibles rendements de production en milieu
triplement marqué 2H, 15N, 13C du supramodule PDZ-PTP ou du domaine phosphatase
isolé (<0,25mg de protéine par litre de culture). Le marquage en deutérium s’est révélé
indispensable afin d’améliorer la qualité des spectres. En effet, sur les HSQC du
supramodule PDZ-PTP non deutéré obtenues jusqu’'a présent, la majorité des
résonances du domaine phosphatase ne sont pas visibles. Des essais sont actuellement
menés par Celia Caillet-Saguy, post-doctorante au laboratoire, afin d’obtenir un
échantillon suffisamment concentré et deutéré pour attribuer et étudier le domaine
phosphatase de PTPN4 par RMN. Ce projet est réalisé en collaboration avec le CERM
(Center for Magnetic Resonnance) a Florence (Italie), qui possede des spectromeétres a
trés hauts champs et des techniques particulieres de RMN, notamment de détection
directe en carbone 13.

Il serait alors envisageable d’étudier par la suite I'influence du domaine PDZ et de
ses ligands sur le domaine PTP. L’étude des variations de déplacement chimique du PTP
pourrait nous permettre de voir une surface d’interaction du point de vue de la
phosphatase. D’autre part, I'analyse de couplages résiduels dipolaires (RDC) permettrait
de caractériser l'orientation mutuelle des deux domaines PDZ et PTP dans leurs états
auto-inhibé ou activé. De maniére complémentaire, l'utilisation de marquage
paramagnétique qui modifie la relaxation des noyaux des acides aminés situés a
proximité de la sonde nous donnerait acces a des informations sur les interactions
potentielles entre PDZ et PTP (481, 482). Cette derniere technique de RMN est
particulierement bien adaptée pour I'étude d’interactions transitoires inter-domaines

(40, 483).
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En dehors de la RMN, plusieurs approches sont envisagées afin d’étudier les

interactions inter-domaine et les changements conformationels du PDZ-PTP:

* Le transfert d'énergie par résonance de type Forster (FRET) est une technique de
fluorescence qui permettrait d’étudier les changements conformationels des
domaines PDZ - PTP de PTPN4, avec et sans ligand. Cette technique présente
I'avantage de pouvoir mettre en évidence qu'une protéine adopte différents états
conformationels, méme quand certains de ces états sont présents dans une faible
proportion, et d'indiquer I'amplitude de ces changements conformationnels (484,
485). Cette technique reste néanmoins particulierement difficile a mettre en
place, notamment en ce qui concerne le choix des sondes de fluorescence et leurs
emplacements qui vont dépendre de la contrainte des distances mesurables par

FRET.

* Une autre technique envisageable est la spectrométrie de masse couplée aux
échanges hydrogene/deutérium. La vitesse d’échange des hydrogénes avec le
deutérium est tres variable dans une protéine structurée et refléte
I'environnement local de chaque acide aminé dans la structure tridimensionnelle,

notamment 'accessibilité au solvant.

* Une approche complémentaire consiste a muter différents acides aminés du
supramodule et a étudier 'effet de ces mutations sur l'inhibition de l'activité
phosphatase ou sur son activation par un PBM. Le choix des mutations a étudier
est primordial. Les acides aminés identifiés par 'une des précédentes techniques,
pourraient étre un bon point de départ. Certaines mutations du linker pourraient
également se révéler étre intéressantes, notamment celle des deux prolines
conservées au centre du linker qui pourraient jouer un role dans la dynamique

établie entres les deux domaines.

D’'un tout autre point de vue, I'’étude de la régulation de l'activit¢é du domaine
phosphatase de PTPN4 par son domaine PDZ a été encouragée par le possible réle
concerté de ces deux domaines dans les fonctions cellulaires de PTPN4. Le ciblage du

domaine PDZ de PTPN4 par une souche atténuée du virus de la rage ou par des peptides
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optimisés est I'évenement premier et primordial conduisant a la mort de cellules. Des
lors, nous avons proposé un modele de compétition entre les peptides viraux ou
optimisés et les PBM de partenaires cellulaires pour la fixation au domaine PDZ de
PTPN4. Les fortes concentrations de peptides viraux ou optimisés diminuent
drastiquement linteraction de PTPN4 avec ses partenaires et potentiellement
entralnent une augmentation de leur phosphorylation. La perturbation de Ila
phosphorylation des ligands endogéenes de PTPN4 engendrerait ainsi une perturbation
de ’'homéostasie cellulaire et induirait la mort des cellules.

Dans ce modele, il sera indispensable, dans un premier temps, de tester le role de
'activité phosphatase de PTPN4 dans sa fonction anti-apoptotique. Dans un deuxieme
temps, I'implication de la régulation de son activité phosphatase par son domaine PDZ
pourrait étre explorée in vivo par divers mutants de PTPN4 ne présentant plus cette
régulation inter-domaine mise a jour lors de ce papier. Pour cela l'identification du

mécanisme moléculaire de la régulation intramoléculaire de PTPN4 est essentielle.
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RESULTATS II : ETUDE DE L’ INTERACTION DE LA PHOSPHATASE
PTPN4 AVEC LA MAPK KINASE P38y

1) Résumé

A ce jour, les voies de signalisation impliquées dans la fonction anti-apoptotique de
PTPN4 ne sont pas connues. La perturbation des interactions de son domaine PDZ avec
des partenaires endogenes altere sa fonction et induit la mort des cellules. Avec pour
objectif d’élucider ce mécanisme de controle de la mort cellulaire, nous avons identifié
un ligand endogene du domaine PDZ de cette phosphatase, la MAPK kinase p38y qui, a
travers son interaction avec PTPN4, participerait a la régulation de I’homéostasie
cellulaire.

L’extinction de cette kinase entraine un phénotype similaire a celui de I'extinction de la
phosphatase PTPN4 : la mort des cellules. Nous avons mis en évidence leur interaction
in vitro et ex cellulo dans des extraits cellulaires. La protéine p38y est la seule MAPK
kinase a posséder a son extrémité C-terminale une séquence de reconnaissance des
domaines PDZ. Ce motif est reconnu par le domaine PDZ de PTPN4 avec une affinité de
I'ordre du micromolaire, ce qui fait de la kinase p38y le ligand endogene le plus affin de
PTPN4. Une étude structurale a permis de détailler les bases moléculaires de cette
reconnaissance.

De plus, cette reconnaissance PDZ/PBM joue un role essentiel dans la formation du
complexe entre les protéines p38y et le supramodule PDZ-PTP issu de PTPN4. Ainsi,
nous observons que l'occupation du domaine PDZ de PTPN4 par un PBM empéche la
formation de ce complexe.

Par ailleurs, le domaine phosphatase de PTPN4 a la capacité de déphosphoryler la
boucle catalytique de p38y et pourrait de ce fait réguler I'activité de p38y.

L’étude en solution du complexe par SAXS montre qu’il adopte une conformation
compacte, ce qui suggere qu'en plus de la reconnaissance entre le PDZ et le PBM, il
existerait des interactions supplémentaires entre la kinase et la phosphatase venant
stabiliser le complexe. Ce type d’interaction va dans le sens de notre modele dans lequel

PTPN4 déphosphorylerait ses partenaires recrutés par le domaine PDZ.
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Introduction

PTPN4 is a non-receptor protein tyrosine phosphatase (PTP) that stimulates cell
growth, increases cellular motility and protects cells against apoptosis (Gu et al., 1996;
Préhaud et al., 2010; Zhou et al, 2013). PTPN4 contains a PDZ module flanking its
catalytic domain. PDZ domains are protein-protein interacting domains playing a central
role in cell signaling by favoring spatial contacts between enzymes and their substrates,
or more generally by assembling and/or regulating protein networks (Harris and Lim,
2001; Lee and Zheng, 2010). Disruption of the complexes formed by PDZ domains and
their ligands expressing PDZ binding motifs (PBM) can trigger profound alterations in
cell signaling pathways (Aarts et al., 2002; Hou et al.,, 2010; Yanagisawa et al., 1997).
Such disruption of PDZ-PBM complexes can be obtained by treating cells with an excess
of cell penetrating peptide encoding a PBM. Indeed, we show that peptides of viral origin
encoding a PBM that targets the PDZ domain of PTPN4 (PTPN4-PDZ) can be used to
antagonize the function of PTPN4 and promote cell death. The ability of such cell-
permeable peptides to promote apoptosis correlates with the affinity they display in
vitro for PTPN4-PDZ. We optimized such pro-apoptotic compounds with the Cyto8-
RETEV peptide that was the most affine ligand of PTPN4-PDZ and the best inducer of cell
death (Préhaud et al., 2010).

The natural ligands of PTPN4-PDZ involved in the regulation of cell homeostasis
remain unknown despite several studies exploring the double hybrid-system.
Nevertheless, the p38y-mitogen-activated protein kinase (MAPK) was recently identified
as an endogenous partner of the PDZ domain of PTPN3, the closest homologous protein
of PTPN4. MAPKs, including extracellular signal-regulated kinases (ERKs), c-Jun N-
terminal kinases (JNKs), and p38s, are a major class of kinases involved in signaling
cascades that mediate and integrate signals for a coordinated cellular response such as
proliferation, transformation, and cell death (Raman et al., 2007). Among MAPK family
proteins, p38y is the only member with its carboxy-terminal sequence (KETPL) serving
as a PBM to interact with PDZ domain-containing proteins. Hou et al. demonstrated that
the Ras dependent oncogenic activity of p38y resulted from the direct interaction
between the PBM of p38y and the PDZ domain of PTPN3 (PTPN3-PDZ) and from the
cooperation of the PTPN3-PDZ and catalytic domains for the dephosphorylation of a
phosphotyrosine residue, present on the p38y substrate (Hou et al., 2010). PTPN3 and
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PTPN4, members of the NT5 non-receptor tyrosine phosphatase family, both contain a
PDZ module flanking their catalytic domain and display a strong sequence identity (71%
for PDZ and 65% for the phosphatase domain PTP). Morevover, silencing PTPN4 or p38y
genes appears to be phenotypically equivalent and resulting inmassive cell death
(Kukkonen-Macchi et al., 2011). We surmised that p38y could be the ligand for PTPN4-
PDZ and that the interaction between PTPN4 and p38y promotes anti-apoptotic
signaling.

Here, we show that full-length p38y and PTPN4-PDZ interact ex cellulo in GST-
pull down. The C-terminal sequence of p38y (p38y-KETPL) encompassing the PBM
promotes efficiently death of human glioblastoma upon intracellular delivery targeting
PTPN4-PDZ. Moreover, p38y-KETPL interacts tightly with PTPN4-PDZ and is the most
affine endogenous PTPN4 ligand. NMR and X-ray structural data of PTPN4-PDZ
complexed to p38y-KETPL or to the optimized peptide Cyto8-RETEV lead us to identify
the structural basis for their recognition by PTPN4-PDZ. Finally, we highlight the
predominant role of the PDZ/PBM association in the molecular interactions between the

full-length p38y and the active supramodule PDZ-PTP of PTPN4.

Experimental Procedures

Detection of Cell Death

Peptides were conjugated to the HIV-1 Tat domain and labeled with a FITC molecule as
previously described (Préhaud et al,, 2010). Human grade 111 U373M Gastrocytoma cells
(HTB 17; ATCC) (250,000 cells per well in 1 ml culture medium) were treated with FITC-
conjugated peptides (25 mM). Three hours post treatment, cells were detached by trypsin
treatment, washed in phosphate buffer (SPB) Ca?*,Mg?*, and assayed for peptide entry and
cell death. Membrane permeation, a marker of cell death, was measured by detecting the
passage of PI (Annexin V Kit; R&D Systems). Cells were analyzed by flow cytometry. A total
of 30,000 cells was sampled for each analysis.

GST-pulldown Assay
GST fusion construct containing PDZ domain of PTPN4 (GST-PTPN4-PDZ) were
expressed and purified as previously described (Babault et al.,, 2011) without the TEV

cleavage step. GST was purified after a TEV cleavage step of a GST fusion construct.
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Purified GST-PTPN4-PDZ or GST were individually incubated with Glutathione Agarose
for 1 hour at 4°C with mild shaking. Then, the Glutathione Agarose was collected by
centrifugation, washed three times with binding buffer (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, NaCl
150 mM, TCEP 0.5 mM). Immobilized GST or specific GST-PTPN4-PDZ were incubated
with mild shaking for 1 hour at 4°C with equivalent ratio (v:v) beads: lysate of
neuroblastoma cell (SH-SY5Y cells) which are prepared as previously described (Cordier
et al., 2012). Glutathione Agarose was washed four times and resuspended in a SDS-
PAGE sample buffer. After boiling, the bound proteins were analyzed using 12% SDS-
PAGE followed by Western blotting using the anti-p38y antibody (Cell Signaling, #2307).

NMR Experiments

The 15N-labeled PDZ domain was purified to a final concentration of 112 puM in 280 pl of
Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, TCEP 0.5 mM buffer containing 12 % D-0. All of
the NMR hetero-nuclear single quantum correlation (HSQC) spectra were acquired at 25
°C on a Varian Inova 600-MHz spectrometer equipped with a cryogenically cooled triple-
resonance pulsed field gradient probe. NMR titration experiments were recorded as
previously described to measure PTPN4-PDZ/peptide affinities (Préhaud et al., 2010).
The unlabeled Cyto8-KETPL was added stepwise to a final PDZ/peptide ratio of 1:12.
The final concentration of peptide was 1.25 mM. The 1H-15SN HSQC spectra were

recorded for 10 different titration points.

Production of Recombinant Proteins

P38y is encoded as an N-Terminal 6 histidine (His) tagged protein and is cloned in a
pET15b expression plasmid. The constructs of non-labeled and uniformly !>N-labeled
and non-labeled PTPN4 PDZ, PTP, PDZ-PTPWT, PDZ-PTPC were expressed and purified
as previously described (Maisonneuve, 2014). The p38y protein was purified as
previously described for His-Tagged protein (Maisonneuve, 2014). PDZ ligands, p38y-
KETPL (SWARVSKETPL), Cyto8-RETEV (SWESHKSGRETEV), and the phosphotyrosyl
pTyr peptides TGpY (ADSEMTGpYVVTR), pTGpY (ADSEMpTGpYVVTR) were

synthesized in solid phase using a Fmoc strategy (Proteogenix).

Enzymatic Assays
Phosphatase activity with phospho-peptides and pNPP was measured as previously

described (Maisonneuve, 2014). Reactions were measured with various phospho-
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peptide pTGpY concentrations ranging from 1.8 uM to 225 pM.

ITC

ITC experiments were performed with an ITC-200 (MicroCal) at 25°C, with a buffer of
150 Mm Tris-HCl pH 7.5, NaCl 150 mM and 0.5 mM TCEP. Protein concentrations in the
cell were initially around 30.0 pM, whereas peptide or protein concentrations in the
syringe were 300 pM. For the competition experiments, the initial concentration of the
p38y-KETPL peptide in the cell was 150 pM. 16 aliquots of 2.4 pl of peptide were
injected from the 40 pl syringe into the 200 pl cell, leaving an interval of 180 sec
between injections. The enthalpy of binding ( A H), affinity constant (Ka) and molar
binding stoichiometry (N) were obtained directly from the titration curve fitted with the

single-site binding model of Origin software.

Crystallization, Data Collection and Structure Determination

Initial crystallization screening was carried out by the vapor diffusion method using a
CartesianTM nanoliter dispensing system (Santarsiero et al, 2002). Sitting drops
containing 200 nl of protein complex (4.5 mg/ml) and 200 nl of the crystallization
solution were equilibrated against 150 pl of the buffer solution in Greiner plates.
Screening trials (576 conditions) were performed using commercially available sparse-
matrix kits. The crystallization conditions were reproduced and optimized using
crystallization solutions generated by the Matrix Maker automated formulation system
from Emerald BioSystems. Crystals were grown at 18 °C using the sitting drop vapor
diffusion method. The protein solution was mixed with crystallization buffer and
equilibrated against a reservoir of crystallization buffer.

The Cyto8-RETEV and p38y-KETPL peptides used for the PDZ-peptide co-crystallization
were added in excess to form more than 95% of complex. The crystallization conditions
and mixing ratios of the protein to crystallization buffer are given in Table S1. Crystals
were flash-cooled in liquid nitrogen using Paratone-paraffin (50%/50%) oil as the
cryoprotectant. X-ray diffraction data were collected on beamline PROXIMA1 at
Synchrotron SOLEIL (St. Aubin, France). The data were processed with XDS, SCALA, and
other programs from the CCP4 suite (Winn et al,, 2011).

Structures were solved by molecular replacement using PHASER (McCoy, 2007) and the
atomic model of PTPN4-PDZ (PDB accession code 3NFK). The locations of the bound
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peptides were determined from a Fo-Fc difference electron density map. Models were
rebuilt using COOT (Emsley and Cowtan, 2004), and refinement was performed using
BUSTER (Blanc et al., 2004). The overall assessment of model quality was performed
using MolProbity (Lovell et al., 2003). The crystal parameters, data collection statistics,
and final refinement statistics are shown in Table 1. All structural figures were

generated with the PyMOL program.

Phosphorylation of p38y

To generate phosphorylated p38y, a p38y sample was mixed at a molar ratio of 1:4000 of
MKK6-EE:p38y in a buffer composed of 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.5 mM
TCEP, 100 mM MgCI2, 2 mM ATP. The mixture was incubated overnight at room
temperature. Following incubation, the sample was purified by an ion-exchange column
(HiScreen Q HP) and then eluted with a NaCl gradient from 0 M to 200 mM over 6

column volumes. Correct phosphorylation of p38y was verified by ESI-MS.

SAXS

SAXS samples were prepared in a buffer of 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl and
0.5 mM TCEP. For isolated proteins, a sample of 50 ul at 70 uM of each protein was
injected into a size-exclusion column (Agilent Bio SEC-3, 4,6 mM) using an Agilent©
High Performance Liquid Chromatography system cooled at 25°C and eluted directly
into the SAXS flow through capillary cell at a flow rate of 200 pul/min (David and Pérez,
2009). For the experiments corresponding to the complexes, the column was
equilibrated with a buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.5 mM TCEP)
containing the unphosphorylated or the monophosphorylated form of p38y at 50 uM
and a sample of 50 pl at 70 uM of PDZ-PTPWT or PDZ-PTPC were injected into the size-
exclusion column. SAXS data were collected online during the entire elution time, with
frame duration of 2 s and a dead time between frames of 1 s. The first 30 frames
collected during the first minutes of the elution flow were averaged to account for buffer
scattering. The 10 frames corresponding to the top of the elution peak were averaged
and were used for data processing after baseline subtraction. Synchrotron radiation x-
ray scattering data were collected on SWING Beamline at Synchrotron SOLEIL France

and data were analyzed using programs in the ATSAS package (Konarev et al., 2003).
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Results

A direct interaction between PTPN4-PDZ and endogenous p38y was detected by GST pull-

down assays using neuroblastoma cell extracts.

To explore a potential interaction between the PBM of endogenous p38y and PTPN4-
PDZ, we performed pull-down analyses using human neuroblastoma SH-SY5Y cell
lysates. Purified GST-PTPN4-PDZ or GST alone were incubated with a soluble fraction of
SH-SY5Y cells lysates. As shown in Figure 1a, GST-PTPN4-PDZ binds to endogenous p38y
but not to GST alone. The presence of p38y was initially verified in lysate. The direct
interaction was also confirmed with purified recombinant p38y mixed with Glutathione
Agarose bound to GST-PTPN4-PDZ fusion proteins. Thus, the results demonstrate the
direct interaction between p38y and PTPN4-PDZ and support the supposition that p38y
is a potential physiological partner of PTPN4 through PDZ-mediated interaction.

p38y PDZ binding motif is an efficient inducer of apoptosis in human cell lines expressing

PTPN4.

An optimization of pro-death sequences with the help of structural design led us to
conceive the best-suited Cyto8-RETEV peptide that was the most affine ligand of PTPN4-
PDZ and the best inducer of cell death (Babault et al,, 2011). In the same way, the killing
efficiency of the Tat-conjugated peptide of the C-terminal PBM of p38y was estimated in
U373 MG (Figure 1b), a human glioblastoma cell line expressing PTPN4. After a three-
hour exposure of U373MG to the peptide, a period of time that allows for maximal
peptide entry, the induction of cell death was assayed by propidium iodide (PI) assay.
Cyto8-RETEV and p38y-KETPL peptides displayed a similar capacity to enter the cells.
Cyto8-RETEV peptide was normalized to 100% level of apoptosis. A two-fold increase of
glioblastoma cell death was observed using p38y-KETPL compared to p38y-RETEV.
Thus, p38y-KETPL is an efficient inducer of apoptosis in glioblastoma, even better than
Cyto8-RETEV. Considering that the affinity of PBM for PTPN4-PDZ is closely correlated
to their Kkilling efficiency, these data strongly suggest a high affinity between PTPN4-PDZ
and p38y-KETPL.
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p38y PDZ binding motif has a high affinity for PTPN4-PDZ.
The affinity of p38y-KETPL for PTPN4-PDZ was measured by NMR titration. 15N/1H

chemical shift perturbations of the PDZ domain were followed as a function of
increasing concentration of the p38y-KETPL peptide to determine the dissociation
constant (Kq). The p38y-KETPL peptide binds to PTPN4-PDZ with Kq of 1.58 £0.97 uM
(Table 2). This affinity is very close to that previously determined for the optimized
Cyto8-RETEV (Kq of 1.0 uM). Thereby, the C-terminal sequence of p38y is the most affine
endogenous PTPN4-PDZ ligand compared to the two others already known endogenous
partners GluN2A and GluD2 (Kq of 42 pM and 128uM for GluN2A-16 and GluD2-13,
respectively) (Babault et al., 2011).

p38y-KETPL and Cyto8-RETEYV peptides have similar binding mode to PTPN4-PDZ.

To investigate the interaction of PTPN4-PDZ with the endogenous ligand p38y-KETPL or
the optimized ligand Cyto8-RETEV, i.e. the two most affine peptides, the crystal
structures of the two complexes were solved by molecular replacement at 2.35 A and
2.09 A resolution respectively (Table 1).

The structure of PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV and PTPN4-PDZ/p38y-KETPL are
very similar with a root-mean-square deviation (rmsd) of 0.22 A. PTPN4-PDZ adopts the
typical PDZ fold comprising five 3-strands and two a-helices (Figure 2a) and possesses
the interaction network specific to class I PDZ domains that recognize the consensus
peptide sequence X-S/T-X-®.coon, where X is any residue, and @ is a hydrophobic
residue. The last six C-terminal residues encompassing the PDZ binding motif of Cyto8-
RETEV (-GRETEV.coon) and p38y-KETPL (-SKETPL.coor) were well ordered in the
crystal. The peptides were inserted into the PDZ-binding pocket in a conventional mode
(Figure 2). The interactions of the positions 0, -2 and -3 of both peptides with PTPN4-
PDZ are quite similar to the bonding patterns we already observed for the complex
between PTPN4-PDZ and the viral peptide Cytol3-att (-ETRL.coon) (PDB 3NFK). The
Cyto8-RETEV sequence has been optimized focusing the residues at positions -1 (R) and
-4 (G). Those positions are not involved in the network interaction between the viral
sequence and PTPN4-PDZ (Babault et al, 2011). We previously postulated that E at
position -1 and R at position -4 in Cyto8-RETEV could induce crucial contact with
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surrounding residues of PTPN4-PDZ and consequently improve the affinity for PTPN4-
PDZ. Here, we confirmed this hypothesis.
The cationic side chain in the starting viral peptide is unfavorable as it is surrounded by
positively charged residues (R527, R546 and K587) of PTPN4-PDZ. The acidic residue in
Cyto8-RETEV or neutral residue in Cyto8-KETPL at position -1 are fully exposed to the
solvent. However, these residues are H-bonded to PTPN4-PDZ involving the oxygen
atom of their peptidic bond and the HT of the R527 from PTPN4-PDZ binding site GLGF
loop (Figure 2). The basic side-chains at position -4, R for Cyto8-RETEV and K for p38y-
KETPL, form a H-bond with the Cy carboxyl oxygen of the D580 located at the bottom of
the a-helix 2. These additional interactions could mainly explain the variation in the
binding free energies of complex formation with Cyto8-att compared to Cyto8-RETEV or
p38y-KETPL,  AAGo=RTIn(Kp(Cyto8-att)/Kp(Cyto8-RETEV))= 2.8  kcalmoll or
AAGo=RTIn(Kp(Cyto8-att) /Kp(p38y-KETPL)) = 2.7 kcal.mol}, corresponding to a 120-
fold and 100-fold difference in affinity, respectively.

Thus, similar binding modes of p38y-KETPL and Cyto8-RETEV with PTPN4-PDZ
were found for the key positions of recognition between PBM and PDZ, therefore explain

the same strong affinity of p38y-KETPL and Cyto8-RETEV for PTPN4-PDZ.

The inhibition of the catalytic activity of PTPN4 by its PDZ domain is released when the
PDZ binding site is occupied by p38y-KETPL.

We recently demonstrated that the PDZ domain of PTPN4 down regulates the
phosphatase activity through intramolecular interactions and that the mere binding of a
PDZ ligand releases this catalytic inhibition (Maisonneuve, 2014). We investigate
whether the binding of p38y-KETPL to the PDZ domain could also affect this catalytic
regulation and in turn modulate the phosphatase activity. As we previously reported, the
PDZ domain inhibits the catalytic activity of PTPN4 through a mixed inhibition. Indeed,
the turnover number (kca:) values decreased by 3.3 fold compared to linker-PTP with
PDZ-PTPWT while the Michaelis constant (Ky) value decreased by a 2.2 fold, using pNPP
as substrate (Table 3). The kinetic analysis of PDZ-PTPWT was then carried on in the
presence of p38y-KETPL peptide at a concentration (40 uM) sufficient enough to ensure
the maximal effect of the PDZ ligand on the phosphatase activity. Both the kcac and Ku
values significantly increased in the presence of p38y-KETPL, showing that the release of

the inhibitor operates with partial compensation of the effect on the two rate constants
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(Table 3). The kcar and Ku values are 2.3 fold and 2.2 fold higher, respectively, in
presence than in the absence of p38y-KETPL.

Altogether, these data indicate that the PBM of p38y has the ability to modulate
the phosphatase activity of PTPN4 with the same characteristics that are previously
described with the tailored peptide Cyto8-RETEV.

The PBM of p38y is the major contributor to the PTPN4/p38y-unphosphorylated

interaction.

We establish that p38y-KETPL interacts tightly with PTPN4-PDZ and modulates the
catalytic activity of the phosphatase. Next, we studied the contribution of this PBM/PDZ
interaction to the association between PDZ-PTPWT from PTPN4 and the full-length p38y
by Isothermal Titration Calorimetry (ITC). First, we noticed that p38y-KETPL binds PDZ-
PTPWT with an affinity (1.54 * 0.24 uM) similar to that observed by NMR for PTPN4-PDZ
with p38y-KETPL. This indicates that the PTP domain does not affect the PDZ ligand
binding. Secondly, the full-length p38y binds PDZ-PTPWT with an affinity of 4.1 + 0.3 uM
that is slightly higher that the one calculated for the PDZ-PTPWT/ p38y-KETPL
association. As expected, the interactions are mainly driven, in both cases, by an overall
enthalpy contribution and with an unfavorable entropic penalty for the full-length P38y,
most likely due to a decreased conformational freedom of the two proteins in the
presence of the kinase domain (Table 2). Next, we investigated the contribution of the
PBM recognition on the PDZ-PTPWT/p38y interaction. The addition of the p38y-KETPL
peptide in large excess (i.e 95% of saturation of the PDZ binding site) abrogates the
interaction between PTPN4-PDZ and p38y (Table 2, Figure S1). The PBM/PDZ
association is therefore the major contributor to the PDZ-PTPWT/p38y interaction.
However, a residual heat [AHx-4.1 kcal.mol-l] was observed at the end of the p38y
titration or during the competition experiment. However, this enthalpy does not
correspond to the heat of dilution (Figure S1b, inset). This event could be related to a
weak binding of PDZ/PBM off-site, which could involve the phosphatase domain and the

kinase domain.
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The phosphatase PTPN4 discriminates the phosphorylate states of the activation loop of

p38y.

The canonical p38 MAPK-activation involves phosphorylation of threonine and
tyrosine residues in the activation loop (T183GY1ss for p38y) of the kinase, which induces
conformational changes that allow both binding to substrates and catalytic activity of
p38 MAPK. We previously demonstrated that PTPN4 efficiently dephosphorylates the
mono-phosphorylated activation loop (TGpY) of p38y. Here, we tested if the
phosphatase PTPN4 is able to discriminate between distinct phosphorylated states of
the activation loop of p38y. To this aim, the phosphatase domain of PTN4 was assessed
for its ability to dephosphorylate the dually phosphorylated (pTGpY) activation loop of
p38y that corresponds to the fully activated kinase. The linker-PTP dephosphorylates
pTGpY following Michaelis-Menten Kinetics (Figure S2). The kcar values are similar for
both pTGpY and TGpY substrates (11.5 £ 0.7 s1 vs 11.7 + 0.2 s'1). However, the Kuis
enhanced by a 3.5-fold with pTGpY as compared to TGpY (4.7 + 0.5 uM vs 16.2 + 0.2 uM).
Thus, the catalysis efficiency (kcat/Ku ratio) increase by a 3.4-fold for pTGpY (Table 3). In
conclusion, the presence of a phosphorylation on the threonine of the activation loop

significantly improves its recognition by the PTPN4 phosphatase.

The PTPN4-p38y complex has a compact organization regardless of the state of p38y

phosphorylation.

We used small angle X-ray scattering (SAXS) to characterize the conformational
organization of the PDZ-PTPWT/p38y complex and to probe the effect of the p38y
phosphorylation on its overall conformation. We recently reported the conformational
analysis of PDZ-PTPWT from PTPN4 by SAXS (Maisonneuve, 2014). The phosphorylated
form of p38y (phospho-p38y)that we used for the SAXS experiments is mono-
phosphorylated on its activation loop (TGpY) using a constitutively active mutant of
MKK®6. SAXS profiles (I(q) versus g, with intensity I and scattering vector g) and pair-
distribution functions of p38y and the complexes are shown in Figure 3. SAXS data of
high quality were obtained using SAXS measurements acquired in line during elution of
the protein sample from a gel filtration column.

The SAXS profiles of non-phosphorylated and phosphorylated p38y are similar,
reflecting their common global fold (Figure 3). The maximum distance of the protein

(Dmax) and the radius of gyration (Ry) can be derived from the electron pair distance
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distributions function P(r) (Figure 3 inset). The Dmax and Ry values for unphosphorylated
p38y, are 81.3 A and 24.02 + 0.06 A, respectively, and 84.7 A and 24.07 + 0.05 A,
respectively for phospho-p38y (Table 4). Those values are similar to those obtained with
the isoform p38a previously reported (23.7 + 0.4 A) (Francis et al., 2011).

Then, an equivalent SAXS analysis was performed for complexes PDZ-
PTPWT/p38y and PDZ-PTPC® /phospho-p38y. PDZ-PTP®/phospho-p38y represents a
substrate trapping complex in which PDZ-PTPCS is a catalytically inactive mutant. Both
PDZ-PTPWT/p38y and PDZ-PTPC /phospho-p38y complexes behave as a monodisperse
distribution of monomers in solution. The SAXS profile of phosphorylated
p38y-PTPN4 complex is similar to the one of the non-phosphorylated p38y-PTPN4
complex, reflecting a similar global shape of the complexes (Figure 3). The Dmax and Ry
values are, for PDZ-PTPWT/p38y, 133 A and 37.58 + 0.06 A, respectively, and 127.2 A
and 37.17 = 0.05 A, respectively, for PDZ-PTPCS/phospho-p38y (Table 4). These R, values
are considerably larger than that of p38y alone but close to that of PDZ-PTP (33.1 + 0.06
for PDZ-PTPWTand 32.63 + 0.06 for PDZ-PTPCS). Collectively, these results demonstrate
that the p38y/PDZ-PTP complexes are rather compact. However, we noticed that the
Dmax and Ry values are lower for the phosphorylated p38y compley, illustrating a slightly

more compact shape compared to that of the non-phosphorylated complex.
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Discussion

We previously described that PTPN4 functions as an anti-apoptotic protein
(Préhaud et al., 2010). However, the proteins that directly interact with PTPN4 to
regulate cell growth are poorly known. In this study, we identified the MAP kinase p38y
as a PTPN4-interacting protein. Both p38y and PTPN4 are well-expressed in human
neuroblastoma cells and we show that they interact in vitro and in neuroblastoma cell
extracts. This interaction is mediated by the PDZ domain of PTPN4 and the PBM of
p38y. p38y represents the best affine endogenous partner of PTPN4 through the
PDZ/PBM interaction with a micromolar affinity. The X-ray structure of the complex
highlights that the PBM of p38y possesses the structural determinants for a high affinity
binding by the PTPN4-PDZ. In addition, the C-terminal sequence of p38y alone is able to
mainly recapitulate the thermodynamics properties observed in the full-length
p38y/PTPN4 PDZ-PTP complex. The PDZ/PBM interaction is therefore the major
contributor to the p38y-PTPN4 complex formation. Interestingly, p38y is unique among
the p38 kinase family by the presence of a C-terminal PBM. Thus, the recognition of the
kinase PBM by the PDZ domain of PTPs greatly participate to the specificity of the
interaction compared to others p38s.

The p38y/PDZ-PTP complex forms a compact complex as monitored by our SAXS
data. This observation suggests that the kinase could interact extensively with the
phosphatase despite our first observation describing the PDZ/PBM interaction as the
major contributor to the formation of the PDZ-PTP/p38y complex. Indeed, one would
expected an elongated shape considering the unique PBM anchor point located at the
flexible and unstructured C-terminal extremity of p38y. A residual energy has been also
observed by ITC that could correspond to supplementary weak interactions between
PDZ-PTP and p38y. Thus, additional contacts likely occur between the phosphatase and
the kinase domains contributing to the compact conformation of PDZ-
PTP/p38y complex in solution. Interestingly, such weak interactions have been
described between the unphosphorylated p38a kinase and the STEP phosphatase in
addition to the essential interaction between the kinase interaction motif (KIM) of STEP
and p38a (Francis et al, 2013). We plan to further characterize the large PDZ-
PTP/p38y complex by NMR to identify extra interactions between PDZ-PTP and the
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catalytic domain of p38y. Furthermore, we observe that the phosphorylation of the
activation loop of p38y leads to a more compact conformation of PDZ-
PTP/p38y complex as it has already been observed for the STEP/p38a complex. This
slight modification could reflect a reorientation of domains to properly position the p38
activation loop for its further dephosphorylation by the phosphatase domain.

We previously demonstrated that the phosphatase domain of PTPN4 has the
ability to hydrolyze the monophosphorylated TGpY activation loop of p38y
(Maisonneuve et al., 2014). Here, we establish that the phosphatase domain of PTPN4
discriminates the phosphorylation states of the Thr of the p38y activation loop with a
better recognition of the dually phosphorylated sequence. This could be achieved by the
secondary pTyr substrate-binding pocket present in PTP family (Puius et al., 1997). This
pocket in PTPN4 has been classified as inaccessible to pTyr residue but may interact
with phospho-threonine or phospho-serine residues (Barr et al,, 2009). The secondary
binding pocket of PTPN4 could then interact with pThr and discriminate the p38y
phosphorylation state. This is supported by the ability of this site to bind a phospho-
mimetic sulfate ion as observed in the X-ray structure (PDB code 2175). In the same way,
the MAP Kinase p38a catalytic activity has already been shown to be dependent of the
mono- or dual phosphorylation state of its activation loop (Zhang et al, 2008).
Monophosphorylated p38a may serve as a cell control of the signal intensity (Askari et
al., 2009). PTPN4 could then regulates the intensity of the p38y responses to upstream
signals by strongly dephosphorylates the dual phosphorylated kinase.

We recently showed that the phosphatase activity of PTPN4 is inhibited by its
adjacent PDZ domain. The binding of a PBM to the PDZ domain lifts this inhibition and
restores the catalytic properties of the phosphatase (Maisonneuve et al., 2014). Here, we
show that the C-terminal sequence of p38y has also the ability to lift the phosphatase
inhibition by interacting with the PDZ domain. This phosphatase activation could serve
to enhance the dephosphorylation of the TGY activation loop of p38y after the first
PDZ/PBM recognition step.

Finally, we provide structural and biological evidence of the interaction between
the PDZ domain of PTPN4 and the PBM of one of its endogenous binding partners, p38y.
The perturbation of this interaction by the rabies virus (RABV) G protein could be the
key of the induced apoptosis by the attenuated strain of RABV. Indeed, the targeting of
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the PDZ domain of PTPN4 by the PBM of the viral G protein abrogates the protective role
of PTPN4 and triggers apoptosis. Thus, hijacking the p38y-PTPN4 signaling could be the
key of the apoptosis phenotype. This is in agreement with the previous observations
that depletion of p38y or PTPN4 alone triggers apoptosis in several cell lines (Kukkonen-
Macchi et al.,, 2011; Préhaud et al.,, 2010), which can be mimicked by application of a
specific peptide through inhibition of p38y/PTPN4 interaction.
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Table 1. Crystallographic and structure refinement

statistics

PTPN4/ PTPN4/
Cyto8-RETEV p38y-KETPL
Crystal Form
Space group C222¢ C222¢
Unit cell () 77.71,80.88,170.23 68.56,76.12,198.68
90.0,90.0, 90.0 90.0,90.0, 90.0
Molecule per 4 4
asymmetric unit
Data Collection =
Resolution range (A) 46.80-2.09 49.35-2.35
(2.20-2.09) (2.48-2.35)
Number of unique 30269 (2870) 21504 (2967)
reflections
Completeness (%) 94.2 (63.0) 97.5 (93.7)
Multiplicity 4.7 (3.1) 4.6 (3.5)
Rumerge (%) 4.9 (50.8) 7.6 (49.7)
<I/s(I)> 14.2 (1.7) 12.7 (2.2)
Refinement
R factor (%)c 2291 22.52
R free (%)d 23.95 24.48
Rmsd bond lenght (A)  0.007(0.97) 0.007 (0.98)
(angle[°])
Ramachandran Plote
Most favored (%) 96.8 96.6
Additional allowed (%) 2.6 3.1
Outliers (%) 0.52 0.26

aValues in parentheses refer to statistics in the highest bin.

b Rmerge= ZI(I - <I>)/Z(I)

¢R factor = ZlFobs - Fcalcl/z Fobs.
dRgee Was calculated with 5% of the data excluded from the

refinement.

e Categories were defined by MolProbity.
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e PTPN4 K AH -TA A
P38y Celltitration /et N [pl\j[) (kcal/mol) (kcal/:lol) (kcal/(inol)

P38y-KETPL Buffer PDZ 1.58 +0.97 - - -

P38y-KETPL Buffer PDZ-PTPC/S  0.88+0.02 1.54+024 -6.92+0.18 -1.00+0.44 -7.93+0.13
P38y Buffer PDZ-PTPC/S  0.90£0.01 410028 -7.93%0.16 0,58+0.31 -7.3520.06
P38y P38y-KETPL  PDZ-PTPC/s No titration

Table 2. Constants of dissociation and thermodynamic parameters of p38y binding with
different PTPN4 constructs.

Kd were measured using ITC at 25°C with PTPN4 constructs at a concentration of 30 pM in Tris 50 mM,
pH 7.5, NaCl 150 mM, TCEP 0.5 mM. pTyr peptide was added at 150 pM for the last experiment. AH and
TAS correspond to the enthalpy and entropy of the system, respectively.

PTPN4 constructs Kum (mM) Keat (s1) keat/Kv (s1.M-1)
*linker-PTP 640 + 24 50=x0.2 7810 £ 380
*PDZ-PTPWT 29010 1.5+0.1 5170 £ 430
PNFF *PDZ-PTPWT + Cyto8-RETEV (40 pM) 690 £ 15 3.8+0.2 5510+ 170
PDZ-PTPWT + p38g-KETPL (40 uM) 640 £ 60 3504 5543 £ 628

TGpY *linker-PTP 16.2+0.2 11.7 0.3 722 E3 £20.5
2450 E3

pTGpY linker-PTP 47005 11.5+0.2
264.0

Tables 3. Kinetic parameters of the hydrolysis of pNPP and phosphorylated TGY-p38y
loop by various PTPN4 constructs.

The initial reaction rates at each substrate concentration were independently measured at pH 7.5 and
25°C. The Michaelis constant (Ky) and the turnover number (k.:) values were deduced by fitting the
experimental data to the Michaelis-Menten equation. The data and error are representative of three
independent experiments. * Data from Maisonneuve et al (2014).

184



Résultats II -The interaction of PTPN4 with p38y

R (A) Re (A) Dimax
Reciprocal space Real space (A)
PDZ-PTPWT 32.86 33.1 £0.06 114.5
PDZ-PTPCS 32.35 32.63 +0.06 110.8
P38y 24.02 24.02 = 0.06 81.3
Phospho-P38y 24.07 24.07 £0.05 | 847
PDZ-PTPWT/ P38y 37.37 37.58 + 0.06 133
PDZ-PTP®/ phospho-p38y 36.98 37.17 £ 0.05 127.2

Table 4. SAXS analysis of PDZ-PTP from PTPN4, full-length p38y and the

complexes.
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Figure 1: Interaction between PTPN4-PDZ and endogenous p38y and Kkilling efficiency of
cell-penetrating PBM of p38y.

(A) GST pull-down assay demonstrating in vitro binding between PTPN4-PDZ and p38y. Lane 1 shows the
signal from purified p38y. Immobilized GST-PTPN4-PDZ were mixed with purified p38y in lane 2. Lane 3
shows the signal of endogenous p38g in lysate SH-SY5Y. Line 4 shows the signal from immobilized GST-
PTPN4-PDZ mixed with lysate SH-SY5Y. The control of immobilized GST mixed with lysate SH-SY5Y is
shown line 5.

(B) Induction of Death in U373MG Astrocytoma Cells by p38y-KETPL. Relative cell death by p38y-KETPL
(GRETEV peptide apoptosis taken as 100%). Cell death was induced by a 3 hours peptide treatment in 4
independent experiments.

186



Résultats II -The interaction of PTPN4 with p38y

A B C
Loop GLGF

I - = * D580
G- 38) Cyto8-RETEV ; PASEREEITS
5

Figure 2: Structure of PTPN4-PDZ bound to Cyto8-RETEV and P38y-KETPL

(A) Superposition of PTPN4-PDZ bound to Cyto8-RETEV (yellow and green respectively) and p38y-KETPL
(grey and purple respectively). Peptides bind to the PDZ domain through a canonical mode in the PDZ
binding site delimited by the $2 strand, a2 helix and the GLGF loop.

(B -C) Close-up views of the PTPN4-PDZ/peptide-binding sites. Important residues are shown as sticks in
CPK colors. Peptides form an antiparallel § sheet with the 2 strand via a complete set of intermolecular
canonical backbone H-bonds. All H-bonds between PTPN4-PDZ and peptides are indicated by black
dashed lines. Color-code for PTPN4-PDZ and peptides is the same as A.
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Figure 3: SAXS analysis of p38y and phospho- p38y and their complexes with PTPN4.

(A) Experimental SAXS data (I(q) vs q), of the p38y and phospho-p38y shown as blue and red squares
respectively with error bars as black lines. The inset illustrate the P(r) functions of the p38y and phospho-
p38y with the same color code.

(B) Experimental SAXS data (I(q) vs q), of the PTPN4-PDZ_PTPWT/p38y and PTPN4-PDZ_PTPCS/phospho-
p38y complexes shown as blue and red squares respectively with error bars as black lines. The inset
illustrate the P(r) functions of the PTPN4-PDZ_PTPWT/p38y and PTPN4-PDZ_PTPCS/phospho-p38y
complexes with the same color code.
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Figure S1: Isothermal calorimetry titrations of PTPN4 PDZ-PTPWT by p38y-KETPL peptide
and full-length p38y

Raw isothermal titration calorimetry data (upper panels) and derived binding isotherm plotted vs. the
molar ratio of titrant fit using a one-site model (lower panels).

(A) PTPN4 PDZ-PTPWT titrated by p38y-KETPL peptide. (b) PTPN4 PDZ-PTPWT titrated by full length p38y
(the inset correspond to the heat of dilution). (c) PTPN4 PDZ-PTPWT titrated by full length p38y in the
presence of an excess of the p38y-KETPL peptide.

190



Résultats II -The interaction of PTPN4 with p38y

I = TGpY loop

g
oo,
% % A pTGpY loop

0.01

0.00 ¥ T T T T T v T v T T T v T v 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
[TGY Substrate] uM

Figure S2: Hydrolysis of two distinct phosphorylation states of the p38y activation loop by
the catalytic domain of PTPN4

Michaelis-Menten plots of initial rates of mono-phosphorylated TGpY loop (blue) and dual-
phosphorylated pTGpY loop (red) hydrolysis by the PTPN4 linker-PTP domain. The data shown are
representative of three independent determinations.
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PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV

PTPN4-PDZ/p38y-KETPL

50 mM Tris-HCl pH 7.5

50 mM Tris-HCl pH 7.5

Protein Buffer 150 mM NacCl 150 mM NacCl
0.5 mM TCEP 0.5 mM TCEP
[Protein] (mg/ml) 4.5g/L 5g/L
Protein: Peptide ratio 1:2 1:4

Crystallization conditions

23 % PEG 8000
0.1 MES pH 6.0
0.2 Calcium acetate

0.143 mM Ammonium sulfate

1.2 M Sodium di-hydrogen
phosphate
0.8 M di-Potassium hydrogen
phosphate
0.1 M CAPS pH 10.5
0.2 M Lithium sulfate

0.67 M Non-Detergent
Sulfobetaine (NDSB) 201

Protein : Precipitant ration in
2:1 1:1
crystallization drop (ul1)

Paratone-paraffin

(50%,50%) Oil

Paratone-paraffin

(50%,50%) Oil

Cryo-protectant

Table S1: related to Table 1: Crystallization conditions of PTPN4-PDZ in complex with
peptides

Four molecules in the asymmetric unit are disulfide-bonded by pair, chain A to B and C to D for the
PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV and chain A to D and B to C for the PTPN4-PDZ/P38y-KETPL complex. Each
molecule corresponds to the complex formed by PTPN4-PDZ (chains A, B, C and D) and peptides (chains E,
F, G and H). The monomeric state of the PDZ domain in complex with peptides in solution being previously
confirmed, implying that the intermolecular disulfide bond is due to crystalline conditions (Babault et
al., 2011) and (Maisonneuve, 2014).

For the peptide chains of the PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV structure, the electron density of only six of the
thirteen residues were well defined in the crystal. For the PTPN4-PDZ/p38y-KETPL, in two complexes
(chains A-E and B-F), the electron density of only six residues of Cyto13-att was well defined, whereas,
due to crystal packing in the other complex (chains C-G and D-H), all of the 11 residues of p38y-KETPL in
chain G and H were well ordered. PDZ domains superimpose very well with a Co. RMSD of 0.17 A and 0.33
A for the PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV and PTPN4-PDZ/ p38y-KETPL complexes, respectively, indicating
that crystal packing has no influence in the overall structure of the PDZ domain. In the main text, we
described the PTPN4-PDZ/Cyto8-RETEV complex formed by the C and G chains and the PTPN4-
PDZ/P38y-KETPL complex formed by the D and H chains.
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3) Perspectives

Notre étude de SAXS indique que le complexe de PTPN4 avec p38y adopte une
conformation compacte. Afin de décrire l'orientation de ces deux protéines en solution,
nous avons entamé une étude de dynamique moléculaire utilisant nos données comme
contraintes expérimentales, en collaboration avec le laboratoire de Michael Nilges a
I'institut Pasteur. L’interaction entre PTPN4 et p38y est principalement due a la
reconnaissance du PBM de p38y par le domaine PDZ de PTPN4. De ce fait, cette
interaction sera utilisée comme contrainte lors du calcul de modélisation. Pour cela,
nous disposons de la structure cristallographique du complexe PTPN4-PDZ/PBM-p38y
résolue lors de ma these. Par ailleurs, nous savons que la séquence séparant le PBM du
domaine catalytique de p38y est flexible et non structurée. Les résultats de cette étude

de modélisation seront alors inclus dans cet article en vue de sa publication.

L’étude du complexe par RMN est une approche indispensable et complémentaire a
cette étude de SAXS afin de collecter davantage de contraintes d’interactions,
notamment entre les domaines phosphatase et kinase. L’attribution des résonances des
atomes du squelette de la kinase entiére est en cours au laboratoire par Florence
Cordier. Les tres bons rendements de production de cette protéine (20 mg par litre de
culture) ont permis d’obtenir des échantillons triplements marqués 2H, 15N, 13C, de la
kinase a forte concentration (~500 M) nécessaire pour son étude. Nous avons bénéficié
des spectrometres hauts champs de la plate-forme TGIR de Gif-sur-Yvette afin
d’optimiser la sensibilité et la résolution des spectres tridimensionnels hétéro-
nucléaires collectés. Nous prévoyons dans un premier temps de suivre les perturbations
des résonances de p38y avec l'ajout du supramodule de PDZ-PTP de PTPN4 afin
d’identifier la surface d’interaction de la kinase. Dans un second temps, nous nous
intéresserons aux changements de conformation et de dynamique du complexe lorsque

la boucle d’activation TGY de la kinase est phosphorylée.

Nous avons également débuté une étude enzymatique de la déphosphorylation de la
boucle d’activation de la kinase p38y entiére par le supramodule PDZ-PTP de PTPN4.
L’utilisation d’'un mutant de la kinase ne possédant pas de PBM a son extrémité C-

terminale permettra de préciser le réle du recrutement de ce motif par le domaine PDZ
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de PTPN4 dans l'efficacité de déphosphorylation de la boucle TGY par le domaine
phosphatase. Cette étude permettrait alors de proposer un réle potentiel concerté des
domaines PDZ et PTP de PTPN4 pour la déphosphorylation de ses partenaires

endogénes.

Des expériences de localisation cellulaire par microscopie confocale sont également en
cours avec nos collaborateurs de l'unité de Neuro-immunologie Virale a linstitut
Pasteur. Cette étude a pour objectif dans un premier temps, d’étudier la localisation
cellulaire de p38y et de PTPN4, et dans un deuxieme temps de montrer que l'utilisation
de peptides exogenes codant pour le PBM de p38y, couplés a la navette Tat, conduit a la

perturbation in cellulo du complexe PTPN4 /p38y.
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/&22'? ‘organisation en domaines des protéines de signalisation permet
Z/}(’@\ 'établissement et la ramification du réseau d’interaction protéique ayant
2%&*‘&% pour réle la transduction du signal dans la cellule. La régulation des
domaines au sein de ces protéines a un impact direct sur leurs propriétés
de transduction ainsi que sur leur implication dans les voies de signalisation. Les
tyrosine-phosphatases, impliquées a large échelle dans les voies de signalisation de la
cellule, sont caractérisées par la présence de divers domaines a proximité de leur
domaine enzymatique qui peuvent controler leur activité catalytique ainsi que leurs
fonctions. La tyrosine-phosphatase PTPN4 joue un role anti-apoptotique. Elle possede, a
proximité de son domaine catalytique, un domaine PDZ qui joue un réle important dans
la régulation de sa fonction anti-apoptotique. Mon objectif, lors de cette these, a été
d’étudier 'influence du domaine PDZ sur I'activité de la phosphatase et de détailler les
mécanismes par lesquels cette régulation s’effectue, ainsi que de décrire son implication

dans les voies de signalisation de PTPN4 a travers le recrutement de partenaires.

L’infection de cellules neuronales par une souche atténuée du virus de la rage déclenche
I'apoptose des cellules. Le ciblage du domaine PDZ de PTPN4 par la partie
cytoplasmique de la glycoprotéine de cette souche virale déclenche ce phénotype. Le
domaine PDZ est ainsi la porte d’entrée utilisée par le virus pour détourner la fonction
anti-apoptotique de PTPN4. Nous observons le méme phénotype de mort cellulaire avec
l'utilisation de peptides pénétrants affins pour le domaine PDZ de PTPN4. Ce dernier
tient ainsi une fonction centrale dans la fonction anti-apoptotique de PTPN4 et son

ciblage représente la premiere étape cruciale dans I'induction de la mort des cellules.

Il a alors été question d’identifier par quel mécanisme la souche atténuée du virus de la
rage ou les peptides pénétrants, en interagissant avec le domaine PDZ de PTPN4,
induisent la mort des cellules. Notre modele est basé sur la compétition entre ces
molécules exogénes et un ligand endogene du domaine PDZ de PTPN4, bloquant ainsi la

fonction anti-apoptotique de PTPN4. En parallele, le laboratoire a observé une
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corrélation entre 'affinité des peptides exogeénes pour le domaine PDZ de PTPN4 et leur

efficacité a induire 'apoptose.

Des lors, nous avons envisagé plusieurs mécanismes par lesquels cette compétition

induit la mort cellulaire :

* Une délocalisation cellulaire de la phosphatase PTPN4 modifiant sa fonction.

e Une modification des propriétés de recrutement de partenaires de PTPN4
amenant a la formation de nouveaux complexes protéiques.

* Une régulation directe des propriétés catalytiques du domaine phosphatase situé

a proximité du domaine PDZ.

Lors de la premiere partie de ma theése, nous avions pour objectif de préciser le role du
domaine PDZ dans la régulation de la fonction de PTPN4. Nous avons mis en évidence
que le domaine PDZ a la capacité d’inhiber I'activité catalytique du domaine phosphatase
de PTPN4. Cette inhibition intra-moléculaire peut étre levée par la fixation d'un ligand
au site de fixation du domaine PDZ. Cette étude représente la premiere description d'une

régulation de 'activité catalytique d’'une phosphatase par un domaine d’interaction PDZ.

Le domaine PDZ n’inhibe pas le domaine phosphatase en obstruant son site catalytique.
Cette inhibition met donc en jeu un mécanisme de régulation a distance de l'activité
catalytique du domaine PTP. Nous supposons que cette inhibition implique la régulation
de la dynamique d’ouverture et de fermeture de la boucle catalytique WPD de la
phosphatase. Cette boucle a en effet été décrite comme étant régulée de maniére
allostérique chez PTPN1. Dans I'état auto-inhibé, le supramodule PDZ-PTP de PTPN4
adopte en solution une conformation compacte, compatible avec une interaction inter-
domaine. Nous n’avons cependant pas pu mettre en évidence par RMN de surface
d’interaction stable illustrant le caractere transitoire de I'association inter-domaine. Par
ailleurs, la fonction d’interaction du domaine PDZ n’est quant a elle pas influencée par le
domaine phosphatase. Son site de fixation reste compétent pour la reconnaissance de

partenaires.
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La fixation d’'un PBM joue également un role régulateur sur la phosphatase en levant
I'inhibition de son activité catalytique. Cette levée d’inhibition s’accompagne d’une
modification importante de la dynamique du domaine PDZ, indiquant une dissociation
des deux domaines. La communication entre les deux domaines est rompue et le
domaine PDZ n’exerce plus d’inhibition sur le domaine phosphatase. Les propriétés

catalytiques de la phosphatase sont alors restaurées.

Bien que les domaines se comportent alors comme des domaines apparemment
dissociés, le supramodule conserve cependant une conformation compacte en solution.
Le maintien de la proximité de ces deux domaines suggere une contrainte mécanique qui
pourrait étre due a la présence du linker. D’'un point de vue général, les études de
régulation inter-domaine incriminent de plus en plus les linkers qui peuvent soit jouer
un role direct dans la régulation en interagissant avec les domaines, soit contraindre la
dynamique inter-domaine via une contribution entropique. Nous avons ainsi observé
que le linker du supramodule PDZ-PTP de PTPN4 est essentiel pour maintenir la
régulation inter-domaine. Bien que celui-ci soit flexible et non structuré, il est
partiellement protégé de la protéolyse, suggérant une interaction avec les domaines. Sa
participation dans la régulation de l'activité catalytique de la phosphatase de PTPN4
reste donc a détailler, notamment celle qui intervient dans la dynamique inter-domaine

modulée par la fixation du PBM.

La levée d’inhibition de l'activité catalytique de PTPN4 est strictement dépendante de la
fixation d’un ligand au domaine PDZ et se fait ainsi a distance du site actif de la PTP.Ily a
alors une propagation de la perturbation du site de fixation du domaine PDZ jusqu’au
site actif de la PTP. Des changements de dynamique de certains domaines PDZ peuvent
moduler leur propriété de fixation avec des partenaires ou encore influencer, apres
fixation d’'un PBM, la conformation d’acides aminés éloignés du site d’interaction aux
PBM. Ainsi, la fixation d'un PBM au domaine PDZ de PTPN4 pourrait modifier les
propriétés thermodynamiques du domaine soit globalement, soit localement avec pour
conséquence la déstabilisation de l'association des domaines PDZ et PTP. L’étude
structurale du domaine PDZ de PTPN4 avec différentes séquences virales avait

notamment mis a jour une perturbation générale du réseau de liaisons hydrogene de
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feuillet B qui pourrait étre un des mécanismes par lequel la fixation d'un PBM

modifierait la dynamique du domaine PDZ et léverait I'inhibition de I'activité catalytique.

La mise en jeu de régulation inter-domaine dépendante de la dynamique émerge de la
littérature, notamment grace a l'utilisation accrue, et souvent conjointe, de la RMN et du
SAXS qui sont particulierement appropriés a I'étude dynamique de protéines, y compris
de masse moléculaire importante. De telles études sont actuellement en cours au
laboratoire afin de décrire en détail les propriétés dynamiques et conformationelles du

supramodule PDZ-PTP de PTPN4, avec et sans ligand du PDZ.

Le processus par lequel PTPN4 inhibe I'apoptose des cellules n’est pas connu et nous
ignorons s’il implique 'activité catalytique du domaine phosphatase de PTPN4. Il est
évident qu'’il sera essentiel de poursuivre la caractérisation de ce processus, notamment
pour définir le réle que remplit I'activation de la phosphatase dans I'induction de la mort
des cellules apres fixation d’un ligand exogene. Une possibilité serait que la fixation d'un
ligand exogene entraine la déphosphorylation de partenaires recrutés indépendamment
du domaine PDZ. La diminution de leur niveau de phosphorylation induirait alors la
mort des cellules. D’aprés notre modele initial, I'activité catalytique de PTPN4 pourrait
également avoir comme fonction de déphosphoryler un ligand endogene recruté par le
domaine PDZ de PTPN4. La compétition avec un ligand exogene du PDZ empécherait la
déphosphorylation du ligand endogene qui, sous sa forme phosphorylée, serait
responsable du déclenchement d’'une voie d’apoptose. L’'identification de ce ligand
endogéne de PTPN4 s’avere ainsi déterminante pour connaitre la voie d’apoptose

commandée par cette phosphatase.

Nous avons identifié dans une deuxieme partie de ma these la MAPK kinase p38y comme
un ligand potentiel de PTPN4. Cette kinase est un candidat pertinent en tant que
partenaire de PTPN4 impliqué dans le controle de 'homéostasie cellulaire. L’association
de ces deux protéines est principalement due a l'interaction du PBM de p38y par le
domaine PDZ de PTPN4. L’affinité de I'ordre du micromolaire de cette interaction fait de
p38y le ligand cellulaire le plus affin de PTPN4 décrit a ce jour. Cette interaction est ainsi
dépendante du PBM de cette kinase, ce qui assure une spécificité de PTPN4 pour cette

isoforme qui est la seule des MAPK a posséder un motif d’'interaction au domaine PDZ.
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L’activité catalytique des MAPK dépend de la phosphorylation de leur boucle
d’activation TGY. PTPN4 a la capacité de déphosphoryler la boucle d’activation de p38y
et pourrait in vivo réguler son activité. Cette régulation pourrait s’avérer étre assez fine,
d’autant que PTPN4 reconnait la boucle TGY avec différentes affinités selon son degré de
phosphorylation. Le site d’interaction de la phospho-thréonine de la boucle TGY avec le
domaine phosphatase de PTPN4 n’est cependant pas connu. Les domaines tyrosine-
phosphatases possedent une deuxieme poche de fixation au pTyr, située a proximité du
site catalytique. Dans le cas de PTPN4 cette poche est fermée et présumée incompétente
pour la fixation de pTyr. Il a néanmoins été proposé que ces secondes poches
d’interaction pourraient interagir avec des pSer ou des pThr. Afin d’identifier le site
d’interaction de PTPN4 pour la phospho-thréonine, des essais de cristallogenése sont
ainsi en cours au laboratoire afin d’obtenir des cristaux du domaine phosphatase isolé

en interaction avec le peptide pTGpY.

Le recrutement de p38y par son PBM et la déphosphorylation de sa boucle TGY
représentent deux points d’ancrages potentiels pour la formation du complexe
PTPN4/p38y. La conformation compacte en solution de ce complexe observé par SAXS
suggere que le recrutement par le PBM pourrait orienter la kinase p38y de facon a
présenter la boucle TGY au site actif de la phosphatase. L’interaction du motif PBM de
p38y avec le domaine PDZ présenterait alors la boucle TGY au site actif de la PTP en
concomitance avec 'activation de ses propriétés catalytiques. L’étude enzymatique de la
déphosphorylation par PTPN4 de p38y sauvage ou tronquée de son PBM a débuté au
laboratoire afin de révéler le role que tient le recrutement du PBM de p38y dans
I'efficacité de déphosphorylation de sa boucle TGY. Cette étude est également prévue par
RMN qui s’avere particulierement efficace pour suivre les ordres et les cinétiques de
phosphorylation des protéines. Des essais de cristallogenese ont par ailleurs débuté
dans le but d’obtenir des cristaux du complexe du supramodule PDZ-PTP de PTPN4 avec
la forme phosphorylée de p38y. L'interaction des domaines PDZ et PTP avec p38y
pourrait diminuer leur dynamique inter-domaine, stabiliser leur conformation et
permettre ainsi la genese de cristaux. Au-dela de la description des interactions entre

cette kinase et cette phosphatase, nous pouvons également espérer obtenir avec une
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telle structure des détails moléculaires des interactions qui existent entre les domaines

PDZ et PTP de PTPN4.

L’étude de I'implication du complexe p38y/PTPN4 dans le contrdle de la mort cellulaire
sera a I'avenir indispensable. Afin de mettre en évidence une interaction de PTPN4 avec
p38y in vivo, nos collaborateurs du laboratoire de Neuro-immunologie virale ont prévu
des expériences de colocalisation cellulaire de ces deux protéines par microscopie
confocale, en l'absence ou en la présence de ligands exogenes supposés rompre la

formation de ce complexe.

Il est par ailleurs envisageable que PTPN4 soit phosphorylée par p38y. Cette
phosphorylation pourrait modifier le recrutement des partenaires ou encore l'activité
catalytique de la phosphatase et constituer ainsi un autre mécanisme de régulation.
Nous avons identifié deux sites consensus S/T-P de phosphorylation par les MAP
kinases p38 au sein du domaine PTP de PTPN4, dont un au niveau de son site
catalytique. La fonction anti-apoptotique de PTPN4 pourrait alors dépendre de sa
phosphorylation. L’interaction de son domaine PDZ avec des ligands exogenes
empécherait la phosphorylation de PTPN4 qui, sous sa forme hypo-phosphorylée, ne

pourrait plus remplir son role de protection des cellules, entrainant leur mort.

En conclusion, ces travaux permettent non seulement de mieux apprécier I'implication
des domaines PDZ dans la régulation de la fonction des protéines en renforcant l'idée
qu’au dela d’'un "simple" role de recrutement de partenaires, ils participent également a
la régulation de la fonction des domaines avec lesquels ils sont combinés, mais aussi
d’élargir nos perspectives dans I'étude des phosphatases, dans la mesure ou PTPN3 et

PTPN13 possédent aussi des domaines PDZ.
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ANNEXE I - ALIGNEMENT DE SEQUENCES DES PTP CLASSIQUES
HUMAINES

(Andersen et al., 2001) (168)
(Andersen et al., 2004) (373)

http://ptp.cshl.edu/

ou

http://science.novonordisk.com/ptp/
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ANNEXE II - CLASSEMENT DES DEUXIEMES POCHE DE FIXATION
AU PTYR DES PHOSPHATASES HUMAINES CLASSIQUES

(Barr etal,, 2009) (167)
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PTP

SHP2
BDP1
LYP
RPTPy
SHP1
PEST
RPTP,

PTP1B
TCPTP
MEG2
BAS
TYP
HDPTP

RPTPR
DEP1
GLEPP1
SAP1
PTPS31

1A2
125

RPTP&
LAR
RPTPo

RPTPx
RPTPu
RPTP:
RPTPL

PTPH1
MEG1
PTPD2
CD45
PTPD1

PCPT1
STEP
HEPTP

RPTPu
RPTP:

Classification de la seconde poche de fixation au pTyr des PTP.

Gateway
Residues Access

Secondary site loop
Access [Arg24] Conformation

sc [
PA 1
PS 1
NY

SG

HS nla
NY

MG 1
MG 1
AF 1
HG 1
SG nia
KH nia

vi R
PL 2
MS 2
VL nia
MC nfa

PG
PG

NY

NY

NY
2
2
2

I'N
VN
VN
VN nia

AM
AM
MF
2

cL
MM nia

GG
GG
GG

ca
PQ

nfa

7 l
:
\)5

nla
nla

HEE
o o o el
\.

Mo T

nla

m T D =< =

¥

o
g

Category

Annexes

Les PTP ont été classées en cinq catégories en fonction de 'accessibilité de leur seconde poche de fixation
au pTyr par la région « passerelle », de la conformation de la boucle de la seconde poche de fixation au
pTyr, et de la nature de I'acide aminé correspondant a I'arginine 24 chez PTPN1 (PTP1B). Sur la base d'un
analyse structurale, 'accessibilité de la région « passerelle » a été noté de 0 a 3 (0O=région accessible ; 3=
région obstruée). L'analyse a été fait sur la base de structures cristallographique ( nom de la phosphatase
en noir) ou sur des modeéles d’homologie ( nom de la phosphatase en rouge).
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Etude structurale et fonctionnelle de la phosphatase

humaine PTPN4

Résumeé

La fonction des protéines de signalisation est déterminée par la nature des domaines qui les
composent. Une meilleure compréhension des voies de signalisation passe par I'étude de ces
domaines et de leur régulation.

PTPN4 est une tyrosine phosphatase qui joue un réle anti-apoptotique. Lors de l'infection par
une souche atténuée du virus de la rage, sa fonction est perturbée, conduisant a la mort des
cellules. Cette perturbation est due a l'interaction du motif de reconnaissance au domaine PDZ
(PBM) de la glycoprotéine virale avec le domaine PDZ de PTPN4.

Nous avons montré que ce domaine PDZ a un réle d’inhibiteur allostérique de l'activité
catalytique de la phosphatase de PTPN4. Ceci représente la premiére description de la
régulation d’'une phosphatase par un domaine PDZ. Cette inhibition est levée lors de la fixation
d’un ligand au domaine PDZ, tel que le PBM de la glycoprotéine virale. Notre étude structurale
révele que la fixation d’'un PBM perturbe les interactions transitoires entre les deux domaines et
rétablit ainsi les propriétés catalytiques de la phosphatase.

Nous avons par ailleurs identifié un ligand endogéne de PTPN4, la MAP Kinase p38y qui, a
travers son interaction avec PTPN4, participerait a la régulation de ’homéostasie cellulaire. La
formation du complexe implique le recrutement du PBM de p38y par le domaine PDZ de PTPN4.
Ainsi, en plus d’avoir une fonction de régulation du domaine phosphatase, le domaine PDZ
permet également le recrutement de partenaires et la présentation de substrats au site actif de
la phosphatase de PTPN4. Cette étude contribue ainsi a améliorer notre connaissance du role

des domaines PDZ dans les voies de signalisation cellulaires.

Mots clés: mort cellulaire, PTPN4, domaine PDZ, phosphatase, régulation allostérique, MAP

Kinase
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