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Réle de la réorganisation du cytosquelette des cellules T CD4" a la synapse
immunologique dans les fonctions T

RESUME

L’activation d’un lymphocyte T (LT) CD4" par une cellule présentatrice d’antigéne (CPA) est
une étape cruciale pour la mise en place d’une réponse immune adaptatrice efficace contre un
pathogene ou une cellule tumorale. Elle nécessite un contact prolongé entre les deux types cellulaires,
initié par la reconnaissance, par le récepteur des LT (TCR), d’un complexe CMH-peptide spécifique
présenté a la surface de la CPA. Cette interaction LT-CPA induit la formation d’une zone de contact
organisée dans le temps et I’espace, appelée la synapse immunologique. La mise en place de cette
structure entraine le remodelage des cytosquelettes d’actine et de microtubules dans les LT. Quelques
minutes apres la reconnaissance de I’antigéne par le TCR, I’actine se polymérise a la zone synaptique

et le centre organisateur des microtubules (MTOC) se polarise en face de la CPA.

Le but du travail de thése présenté ici a été d’étudier le role de la réorganisation du
cytosquelette des LT lors de la mise en place de la synapse, dans la sécrétion des cytokines et le
maintien de I’interaction permettant I’activation des LT. Nous nous sommes particuliérement
intéressés au role de deux protéines qui régulent le remodelage du cytosquelette : la petite RhoGTPase
Cdc42 et un de ses partenaires IQGAP1. Cette étude a été réalisée essentiellement dans des LT CD4"
primaires humains, grace au développement d’une approche permettant d’inhiber 1’expression de ces

deux protéines par introduction de shRNAs a 1’aide de vecteurs lentiviraux.

Nous avons ainsi mis en évidence que le remaniement du cytosquelette d’actine a la synapse
¢tait dépendant de Cdc42, et contrdlait: 1/ la formation d’un anneau d’actine polymérisée en
périphérie de la synapse, 2/ le recrutement et la concentration des vésicules contenant I’IFN-y au
centre de la synapse, 3/ la sécrétion de I’IFN-y dans la zone synaptique. Nous avons également montré
que la protéine IQGAP1 contrélait le remaniement de 1’actine des LT a la synapse, la signalisation en

aval du TCR, et la dynamique de contact entre LT et CPA.

Cette étude participe a une meilleure compréhension du réle du remodelage du cytosquelette
d’actine et de sa régulation dans la mise en place de I’interaction entre LT et CPA, ’activation des LT

et une de leur fonction clé : la sécrétion de lymphokines.
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Role of cytoskeleton remodeling in CD4" T cells at the immunological
synapse in T cell functions

ABSTRACT

CD4" T lymphocyte activation by an antigen presenting cell (APC) is a crucial step in the
establishment of an adaptive immune response against pathogens or tumor cells. It requires contact
between the two cell types, initiated by the recognition, by the T cell receptor (TCR), of a specific
peptide-MHC complex presented by the APC. This T cell-APC interaction induces the formation of a
particular zone organized in time and space, called the immunological synapse. The establishment of
this structure induces the remodeling of the actin and microtubule cytoskeleton in T cells. Few minutes
after antigen recognition by the TCR, actin polymerizes at the synaptic zone, and the microtubule

organizing center (MTOC) polarizes toward the APC.

The goal of the work presented here was to study the role of T cell cytoskeleton remodeling
during the establishment of the synapse, in cytokine secretion and in the maintenance of the interaction
allowing T cell activation. We mainly studied the role of two proteins regulating the cytoskeleton: the
small RhoGTPase Cdc42 and one of its partners IQGAP1. This study was performed mostly in human
primary CD4" T cells, thanks to the development of an approach allowing the inhibition of the

expression of these two proteins by introducing shRNAs through lentiviral vectors.

Altogether, our results show that remodeling of the actin cytoskeleton at the synapse is
dependent on Cdc42 and controls : 1/ the formation of a polymerized actin ring at the periphery of the
synapse, 2/ the recruitment and concentration of vesicles containing IFN-y at the center of the synapse,
3/ the secretion of IFN-y in the synaptic cleft. They also show that IQGAP1 controls T cell actin
remodeling at the synapse, signaling downstream the TCR, and the dynamic of interactions between T

cells and APC.

This study allows a better understanding of the role of cytoskeleton remodeling and of its
regulation in the establishment of Tcell-APC interaction, the activation of T cells and one of their key

functions: lymphokine secretion.

Key words : Immunological synapse, cytoskeleton, Cdc42, IQGAP1, cytokines

Field : Immunology



LISTE DES ABREVIATIONS

Ac : Anticorps

Actine-F : Actine filamenteuse ou polymérisée
ADN: Acide désoxyribonucléique

Ag : Antigene

AP-1: Activator protein-1

ARN : Acide ribonucléique

Arp2/3: Actin-related protein 2/3

CD: Cluster of differenciation

Cdc42 : Cell division cycle 42

CHD : Calponin homology domain
CLIP-170: Cytoplasmic linker protein-170
CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité
CMHp: Complexe CMH-peptide

CPA : Cellule présentatrice d’antigénes
¢SMAC : Central-SMAC

CTL : Lymphocyte T cytotoxique

DAG : Diacylglycerol

Dia-1 : Diaphanous-1

DC: Cellule dendritique

EB1 : End binding-1

ERM : Ezrine, Radixine, Moesine

Fab : Antigen-binding fragment

GAP: GTPase activating protein

GDI: Guanine nucleotide dissociation inhibitor
GDP : Guanosine di-phosphate

GEF : Guanosine exchange factor

GFP : Green fluorescent protein

GPCR: G-protein coupled receptor

GTP: Guanosine tri-phosphate

ICAM-1: Inter-cellular adhesion molecule-1
IFN-y: Interferon-gamma

Ig: Immunoglobuline

IL: Interleukine

IQGAP1: 1Q motif containing GTPase
activating protein 1

IP;: Inositol 3-phosphate

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

KD: Knock-down

KO: Knock-out

LAT: Linker for activation of T cells

LB: Lymphocyte B

LFA-1: Lymphocyte function associated
antigen-1

LT: Lymphocyte T

MAPK: Mitogen activated protein kinase
MLC: Myosin light chain

MTOC: Microtubule organizing center
NFAT: Nuclear factor of activated T cells
NFxB: Nuclear factor kappa B

PBMCs: Peripheral blood mononuclear
cells

PH: Pleckstrin homology

PIP,: Phosphatidyl-inositol(4,5)biphosphate
PIP;3: Phosphatidyl-
inositol(3,4,5)triphosphate

PKC: Protéine kinase C

PLC-y: Phospholipase-C-gamma

PMA: Phorbol myristate acetate

PSMAC : Peripheral-SMAC

PTB : Phosphotyrosine-binding

RE: Réticulum endoplasmique

sAg: Super-antigenes

SDF-1a: Stromal cell-derived factor a
SEB: Staphylococcal enterotoxin B

SEE: Staphylococcal enterotoxin E

SH2/3 : Src homology domain 2/3
shRNA: Short hairpin RNA

SLP-76: SH2-containing leukocyte protein
of 76 kDa

SMAC: Supramolecular activation clusters
SNARE: Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor accessory protein receptor
STAT: Signal transducer and activator of
transcription

TCR: T cell receptor

TGN: Trans-Golgi network

Th: Lymphocyte T helper

TIRFm: Total internal reflection
fluorescence microscopy

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha
TSST1: Toxic shock syndrom toxin-1
VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-
1

WASp: Wiskott Aldrich syndrome protein
WAVE: WASP-family verprolin-
homologous protein

Z.AP-70: Zeta-chain associated protein 70



INDEX DES FIGURES

INTRODUCTION

Figure 1.1 : Familles de protéines de liaison a ’actine ................c.oooiiiiiiiiniin. 13
Figure 1.2 : Séquence et mode de régulation de WASD ..o 15
Figure 1.3 : Structure des formines (mDial) ..., 16
Figure 1.4 : Mouvement de la myosine sur les filaments d’actine ........................... 18
Figure 1.5 : Structure et instabilité des microtubules ..................cooiiiiiii.. 19
Figure 1.6 : Structure des membres de la famille PKC ...l 22
Figure 1.7 : Structure et mouvement de la kinésine ....................coi, 23
Figure 1.8 : Structure de [a dynéine ..............oooiiiiiiiiiiiiii e 23
Figure 1.9 : Structure d’un filament intermédiaire ................cooiiiiiiiiiiiiiiiinn.. 24
Figure 1.10 : Séquence des RhoGTPases ...........coooiiiiiiiiiiiiiee 25
Figure 1.11 : Phylogénie des RhoGTPases ...........ccooeiiiiiiiiiiiiiii 25
Figure 1.12 : Régulation des RhoGTPases ...........coooviiiiiiiiiiiiiii 26
Figure 1.13 : Relocalisation des RhoGTPases par RhoGDIot ..........oooevviiiiiiiinl. 27
Figure 1.14 : Séquence et partenaires d’IQGAPT ...... ..., 29
Figure 1.15 : Mode¢le de régulation de N-WASp, Arp2/3 et Dial par IQGAPI ............ 30
Figure 1.16 : Role d’IQGAP1 dans la régulation de 1’adhésion cellulaire via I’E-
CAANGIING ... 32
Figure 1.17 : Etapes d’extravasation des leucocytes vers le tissu cible ...................... 34
Figure 1.18 : Protéines impliquées dans la migration et la polarité¢ des LT .................. 35
Figure 1.19 : Extravasation des leucocytes vers le tissucible .................ooooiiina... 36
Figure 1.20 : Asymétrie des récepteurs et des cytosquelettes au cours de la migration

eS8 EUCOCYEES ..ttt ettt e et e e e 37
Figure 1.21 : Organisation de la synapse de Kupfer ................cooiiiiiiiiin. 41
Figure 1.22 : Mouvement des microclusters a la synapse ...............coooiiiiiiiiinn... 42
Figure 1.23 : Organisation des synapses entre LT et DC immatures ou matures .......... 43
Figure 1.24 : Régulation de 1’actine au cours de I’activation des LT par des CPA ......... 44
Figure 1.25 : Polarisation du MTOC au cours de I’activation des LT par des CPA ........ 48
Figure 1.26 : Changement de conformation de LFA-1 ... 50
Figure 1.27 : Recrutement de CasL et signalisation en aval des intégrines ................. 52



Figure 1.28 : Différences entre synapse et KInapse ..........covviiiiiiiiiiiiiiniiineennnenn.. 53

Figure 1.29 : Zones des kinapses et SMAC ... ...t 54
Figure 1.30 : Signalisation TCR ... 55

Figure 1.31 : Mouvement des microclusters de TCR au cours de I’interaction LT-CPA .. 56
Figure 1.32 : Techniques de microscopie utilisées pour suivre les mouvements des
1001 (8 (010 LI 1< s S 57

Figure 1.33 : Mouvement des microclusters CD3C, ZAP-70 et SLP-76 a la synapse ..... 38

Figure 1.34 : Recrutement et activation de ZAP-70 ..., 58
Figure 1.35 : Formation du signalosome LAT-SLP76 ...........c.coiiiiiiiiiiiiiiiin. 59
Figure 1.36 : Voie calcique dans les lymphocytes ..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii.. 61
Figure 1.37 : Role de I’actine et des microtubules dans le mouvement des microclusters 66
Figure 1.38 : Signalisation inside-out des intégrines ............cccvveveiriiinienneenneennnnn. 68
Figure 1.39 : Signalisation outside-in des int€Erines .............cooeveiieiiiiniinenennennnn. 69
Figure 1.40 : Fonction de la cofiline a la synapse aprés engagement des molécules de
CO-SEIMUIALION ..o .uie e e 70
Figure 1.41 : Synapse entre LT CDS8" et cellule cible ..............cocovvviiiiiiiei. 73
Figure 1.42 : Mode¢le d’exocytose des granules lytiques ...........coovevviiiiiiiiiiiinnnnn, 74
Figure 1.43 : Voie classique de SECTEtION .........ivuiiniiiiiiiiii e, 77
Figure 1.44 : Polarisation des cytokines a la synapse ..............cccoooeiiiiiiiiiiiiiin... 79
RESULTATS

Figure 2.1 : La sécrétion des cytokines par les lymphocytes T CD4" primaires humains
est inhibée en absence de CAc42 ... 91
Figure 2.2 : La sécrétion de I’IFN-y est également inhibée dans les cellules T Jurkat en
absence de CdCA2 ... e 92
Figure 2.3 : L’inhibition de Cdc42 n’altére pas la polarisation du MTOC ou de I’IFN-y
A8 YD -ttt e 92
Figure 2.4: La polarisation du centrosome a la synapse n’est pas nécessaire a la
SECTEION A7 I IN -y L s 93
Figure 2.5 : L’intégrité du réseau de microtubules est nécessaire a la sécrétion d’IFN-y.. 94
Figure 2.6 : Cdc42 controle le remaniement de I’actine a la synapse ....................... 95

Figure 2.7 : Cdc42 contrdle le recrutement et la concentration des vésicules contenant



Figure 2.8 : Cdc42 controle la concentration des vésicules IFN-y a la synapse ........... 97
Figure 2.9: Le remaniement de 1’actine dépendant de Cdc42, est nécessaire a la

SECTEHION A IFIN-Y Lo e 98
Figure 2.10 : Schéma récapitulatif des résultats Cdc42 ..........coooiiiiiiiiiiin... 98
Figure 2.11 : Efficacité de I’inhibition de I’expression d’IQGAP1 ......................... 101
Figure 2.12 : Localisation d’IQGAPI dans les LT CD4™ ...........cccooviiieiiiiiieeinn., 101
Figure 2.13 : Role d’IQGAP1 sur I’exclusion de I’actine et la polarisation du MTOC ... 102
Figure 2.14 : Role d’IQGAPI1 dans le remaniement de I’actine ......................oeene. 102
Figure 2.15 : IQGAPI controle I’étalement des cellules T ..............coooeiiiiiiiin..n. 103
Figure 2.16 : L’inhibition d’IQGAP1 affecte la signalisation en aval du TCR ............ 104
Figure 2.17 : IQGAP1 régule la production des cytokines dans les LT CD4" humains .. 105
Figure 2.18 : Formation des conjugués entre LT primaires et DC ........................... 106
Figre 2.19 : Organisation de la synapse entre LT primaires et LB ........................... 107
Figure 2.20 : Expression et localisation de LFA-1 ...... ... 108
Figure 2.21 : Mouvements des cellules sur [CAM-1 ... 109
DISCUSSION

Figure 3.1 : Hypothéses de régulation de 1’actine a la synapse par Cdc42 .................. 121
Figure 3.2 : [QGAPI1 et remaniement de ’actine ...............cooiiiiiiiiiiiiiiiiinennnn.. 125
Figure 3.3 : IQGAPI régule I’interaction LT-CPA ..., 132

11



INTRODUCTION




La premiere partie de cette introduction consistera a présenter et décrire le
cytosquelette et les protéines qui lui sont associées, en portant notre attention plus

particulierement sur les protéines et les mécanismes jouant un role dans les LT.

Dans une deuxiéme partie, nous décrirons le role du cytosquelette dans la migration
des LT vers les organes lymphoides, permettant la rencontre avec les CPA. Puis nous
présenterons le role du cytosquelette dans la modulation de 1’interaction entre LT et CPA :

mise en place de la synapse immunologique et différents types de contacts établis.

Nous nous intéresserons ensuite, dans la troisiéme partie, au role du cytosquelette dans
la signalisation en aval du TCR aboutissant a 1’activation des cellules et aux réponses T
(prolifération, différenciation, sécrétion d’effecteurs...). Cette partie n’aura pas pour but de
décrire de fagon exhaustive les différentes molécules de signalisation, mais de décrire et de

s’interroger sur le role du cytosquelette dans ce processus de signalisation.

Enfin, la quatriéme partie sera consacrée a la description du role du cytosquelette dans
I3 o Je , . . +
la sécrétion. Peu de choses étant connues sur la sécrétion des cytokines par les LT CD4 ", nous
i 4 4 \ r 5 . + . .
nous intéresserons ¢galement a la sécrétion des granules cytotoxiques dans les LT CD8", ainsi

qu’a la sécrétion des cytokines dans un autre type cellulaire, les macrophages.
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1. Le cytosquelette des lymphocytes T

Dans cette partie, nous nous attacherons a présenter et décrire de facon globale la
structure des cytosquelettes d’actine et de microtubules des cellules, en nous concentrant sur
la nature du cytosquelette et de certaines protéines associées dans les lymphocytes T (LT)
spécifiquement. Nous reviendrons sur le role de ces différents acteurs tout au long de ce

manuscrit.

1.1- Les filaments d’actine

1.1.1- Présentation et roles

Le cytosquelette d’actine est responsable de la morphologie et de la plasticité des
cellules permettant la mobilité cellulaire. La dynamique de formation des filaments d’actine
permet aux cellules de se déformer en formant des protrusions membranaires de type
lamellipode (large extension membranaire composée de filaments d’actine en réseaux) ou
filopode (spicule formé de faisceaux d’actine); de limiter la diffusion des organites et de
contréler les mouvements latéraux de certaines protéines membranaires. C’est cette
dynamique de formation des filaments d’actine qui permet aux LT de migrer du sang ou de la
lymphe vers les différents tissus ou les organes lymphoides, mais également d’interagir avec

les cellules présentatrices.

Les filaments d’actine sont formés par 1’assemblage de monomeres d’actine-G. Ce
processus n’est pas spontané et nécessite le recrutement de nombreuses protéines, formant des
complexes de nucléation d’actine. La dynamique de formation des filaments d’actine
permettant les changements morphologiques des cellules est donc régulée par des événements
permanents et alternés de polymérisation et de dépolymérisation des monomeres d’actine.
L’association des monomeres aux extrémités dites « pointue » (extrémité moins) et « barbée »
(extrémité plus) permet un allongement des filaments qui vont par la suite s’organiser en
réseau ou en faisceau selon le type de protéines associées. De nombreuses protéines
interviennent donc pour lier les monomeéres, sectionner les filaments, coiffer les extrémités,
lier ou stabiliser les filaments ou encore se déplacer le long des filaments (Figure 1.1). Plus

de 60 familles de protéines de liaison de 1’actine régulent I’assemblage et la dynamique
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des structures d’actine dans le cytoplasme, mais nous nous intéresserons ici uniquement a
certaines de ces protéines permettant de polymériser les filaments d’actine et de former les
réseaux ou faisceaux d’actine a partir de filaments existants, car ces protéines permettent de
former les filopodes et lamellipodes jouant un role dans I’interaction entre LT et cellules

présentatrices d’antigénes (CPA).

1.1.2- Les protéines associées
1.1.2.1- Le complexe Arp2/3

Le complexe Arp2/3 appartient a 1’'une des deux grandes familles de protéines de
nucléation de I’actine formant des réseaux d’actine entre méchés. Le complexe Arp2/3 est
formé de 7 sous-unités dont les protéines Arp2 et Arp3, et 5 autres sous-unités (ARPCI a 5).
Ce complexe se fixe sur un filament existant et favorise la nucléation d’un nouveau brin en
branche, avec un angle de 70° entre les deux brins (Mullins et al., 1998). Le complexe coiffe
I’extrémité pointue des filaments d’actine, et est le seul facteur connu a induire la

polymérisation de I’actine en direction de I’extrémité barbée.

Le complexe Arp2/3 en lui-méme est un nucléateur inefficace. Sa fonction de
nucléation lui est donnée par les protéines NPF (Nucleation Promoting Factors). Ces protéines
lient a la fois les monomeres d’actine-G et le complexe Arp2/3, permettant ainsi la nucléation
des filaments d’actine. L’une des NPF la plus connue est la protéine WASp (Wiskott-Aldrich
Syndrome protein). Cette protéine contient, au niveau C-terminal (C-ter), un domaine VCA
(verprolin-cofilin-acidic) comprenant un domaine WH2 liant I’actine-G (verprolin homology
domain), un domaine liant la cofiline (cofilin homology domain) et un motif interagissant
avec la sous-unité ARPC3 du complexe Arp2/3 chez ’Homme (Yarar et al., 1999). Les autres
membres de la famille comme N-WASP et Scar jouent le méme rdle en recrutant le
complexe Arp2/3 et les monoméres d’actine (Higgs and Pollard, 2001; Machesky et al.,
1999). D’autres NPF comme WHAMM, WASH, WAVE ou JMP ont également été décrites,

et semblent fonctionner de la méme maniére.

Les protéines NPF ont, elles aussi, besoin d’étre activées, et de changer de
conformation pour libérer le domaine VCA qui interagit avec le complexe Arp2/3. Les
activités de WASp et N-WASp sont régulées par la petite RhoGTPase Cdc42 qui, lorsqu’elle

est active sous forme GTP liée, se lie avec une forte affinité au niveau du domaine GBD
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(GTPase binding domain) des protéines WASp et N-WASp (Abdul-Manan et al.,
1999; Rudolph et al., 1998). Cette liaison permettrait de rendre accessible le domaine VCA,
comme le suggere le fait que le domaine VCA et GBD interagissent (Kim et al., 2000). La
protéine Scar en revanche ne posséde pas de domaine de liaison a Cdc42. WAVE-2 est I'un
des trois membres de la famille WAVE (WAVE-1 a 3), majoritairement exprimé par les
cellules du systéeme immunitaire. WAVE-2 active également le complexe Arp2/3, mais sa

propre activation dépend de Rac et non de Cdc42 (Miki et al., 1998), (Figure 1.2).

Les mécanismes d’inactivation du complexe Arp2/3 commencent a étre €tudiés, et on
sait maintenant que la liaison de la coronine induit le décrochage et le recyclage du complexe
Arp2/3 (Cai et al., 2008), et que les membres de la famille des facteurs ADF/Cofilin (ADF,
Cofilin-1 et 2) favorisent la fragmentation et la dépolymérisation des filaments d’actine en se
liant aux sous-unités d’actine-ADP dans le cytosol et dans les filaments, induisant ainsi des
modifications de ’enroulement hélicoidal du filament (Chan et al., 2009; Lappalainen and

Drubin, 1997).

- Dans les lymphocytes T

Dans les LT humains, le complexe Arp2/3 contrdle la formation du lamellipode vers la
CPA lors de la formation de la synapse (Gomez et al., 2007) et lors de I’étalement des cellules
T sur une surface activatrice (Nicholson-Dykstra and Higgs, 2008), processus négativement
régulé par la coronine-1 (Foger et al., 2006). L’inhibition de I’expression de Arp2 ou Arp3 par
des siRNA dans les cellules Jurkat entraine une dégradation des autres composants du
complexe (Gomez et al., 2007). Le complexe Arp2/3 est localis¢ a ’interface entre cellules
Jurkat et billes recouvertes d’Ac anti-CD3, et sa délocalisation inhibe la réorganisation de
I’actine a la synapse (Krause et al., 2000). Dans les LT, la cofiline est majoritairement
phosphorylée. Sa déphosphorylation (sur un résidu serine-3) permet son activation et est
induite par la co-stimulation des LT via des récepteurs accessoires comme CD2, CD4, CD8
ou CD28, mais pas par la stimulation du TCR seul (Samstag et al., 1991; Samstag et al.,
1992). L’activation de la cofiline permet son recrutement au lamellipode et aide au
remodelage de 1’actine dans les LT activés. L’inhibition de I’interaction cofiline/actine-F

bloque la formation de la synapse et I’activation des LT (Eibert et al., 2004).
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WASp et Cdc42 sont recrutés et activés a la synapse (Cannon et al., 2001), apres
engagement du TCR et activation de Vav et Itk (Labno et al., 2003). La phosphorylation du
résidu Y291 de WASp par la protéine Fyn est nécessaire a la polymérisation d’actine et la
formation de la synapse (Badour et al., 2004). WAVE?2 active également le complexe Arp2/3

dans les LT, induisant la nucléation d’actine (Nolz et al., 2007).

1.1.2.2- Les formines

Les formines composent la deuxi¢me grande famille de protéines de nucléation de
I’actine formant cette fois des faisceaux d’actine paralléles. Les formines sont de grosses
protéines dimériques (120-220kDa), avec de multiples domaines leurs permettant d’interagir
avec de nombreuses protéines (Figure 1.3). Chez les Mammiferes, il existe 15 formines
réparties en 7 sous-familles, mais les formines les plus étudiées sont celles de la famille
Diaphanous (mDial a 3 chez la souris, hDial a 3 chez I’ Homme). Le domaine régulateur situ¢
au niveau N-terminal (N-ter) permet la localisation in vivo des formines, et contient dans la
plupart des formines des mammiferes, un domaine de liaison aux RhoGTPases appelé RBD
(Rho binding domain), un domaine inhibiteur DID (Dia inhibitory domain) et un domaine de
dimérisation. La région dite active en C-ter contient les domaines FH1 et FH2 (Formin
Homology), caractéristiques des formines (Chesarone et al., 2010). Contrairement au
complexe Arp2/3 qui reste au site de nucléation, les formines restent liées a I’extrémité barbée
des filaments d’actine (Higashida et al., 2004). Cette localisation fait des formines a la fois
des protéines de coiffe des filaments d’actine et des protéines de nucléation de ces filaments.
Ces différents roles dépendent de la concentration intracellulaire d’actine monomérique
(Higashida et al., 2008) et de profilines, des protéines dites de séquestration qui se lient aux
monomeres d’actine dépourvus de nucléotides. L’association progressive des formines a
I’extrémité barbée permet [’addition de sous-unités d’actine et empéche [’accrochage de
protéines de coiffe qui mettrait fin a la polymérisation. Le domaine FH2 homodimérique
catalyse la nucléation des filaments d’actine en stabilisant les diméres d’actine, puis le
domaine FH1 riche en proline stimule 1’¢longation, en liant et augmentant les concentrations

locales d’actine-G liée a la profiline (Kovar et al., 2006).

Les formines animales, a 1’exception des sous-familles INF et Delphiline, existent
sous forme inactive dans le cytosol avant d’étre recrutées et activées aux membranes. L’état

inactif correspond a une forme repliée des formines, avec une interaction intramoléculaire
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entre les régions C-ter et N-ter. La liaison de protéines Rho activées au domaine RBD des
formines bloque I’interaction inhibitrice entre les domaines C-ter et N-ter. Mais les Rho ne
semblent pas toujours suffisantes pour lever cette inhibition et d’autres protéines pourraient
étre impliquées. Par exemple, la liaison d’IQGAPI au domaine DID de mDial permet la
localisation de mDial au niveau des coupes phagocytiques (Brandt et al., 2007), mais
IQGAPI1 entre en compétition avec le domaine C-ter de mDial pour la liaison de DAD,
suggérant que les Rho pourraient inhiber d’abord I’interaction intramoléculaire de mDial

avant la liaison d’IQGAP1 permettant la stabilisation et la localisation au cortex cellulaire.

- Formines et lymphocytes T

Dans les LT humains, les formines Dial et FMNL-1 (Formin-like-1) ne régulent pas
I’accumulation d’actine polymérisée a la synapse mais controlent la polarisation du
centrosome et I’induction de la mort des cellules cibles par les cellules T cytotoxiques
(Gomez et al., 2007). Cette étude va a ’encontre de deux autres réalisées dans des souris
déficientes pour mDial qui développent une lymphopénie caractérisée par une diminution de
la population T dans les tissus lymphoides ; et présentent un défaut d’adhésion et de migration
des cellules T apres stimulation par des chimiokines (Eisenmann et al., 2007; Sakata et al.,
2007). Ces études suggerent donc un réle de mDial sur la réorganisation de 1’actine
nécessaire a la migration, mais les auteurs de (Gomez et al., 2007), n’ont pas mis en évidence
de role de mDial dans la réorganisation de 1’actine a la synapse. Pourtant cette équipe a
montré quatre ans plus tard que la formine FMNL-1 régulait le niveau d’actine polymérisée
dans les cellules Jurkat et la cohésion du Golgi, qui dépend de I’actine, en précisant tout de
méme que la formine FMNL-1y serait responsable de cet effet (Colon-Franco et al., 2011). Le
méme role de maintien de la structure du Golgi a été proposé pour la formine INF-2
(Ramabhadran et al., 2011)

Dans les cellules Jurkat, la formine FMNL-3 controle la formation des filopodes via
son domaine FH2, une propriété n’étant pas partagée par le domaine FH2 de FMNL-1 (Harris
et al., 2010).

1.1.3- Le systéme acto-myosine

La grande famille des myosines, composée de vingt classes, participe a la dynamique
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membranaire et a la génération de forces mécaniques par les cellules. Ces protéines,
exprimées uniquement chez les eucaryotes, sont des moteurs moléculaires qui se déplacent,
pour la plupart, en direction de D’extrémité barbée des filaments d’actine. Ces enzymes
convertissent 1’énergie chimique stockée dans ’ATP en un mouvement moléculaire qui
produit une force appliquée au polymeére cytosquelettique associé. Nous nous concentrerons
dans ce paragraphe, uniquement sur la myosine non musculaire IIA, appartenant avec les
myosines [IB et I[IC a la classe II des myosines non musculaires, et seule isoforme exprimée
par les lymphocytes T (Jacobelli et al., 2004). Sa structure consiste en deux chaines lourdes,
avec en N-ter une téte de myosine, contenant 1’activité ATPasique, qui produit et applique une
force sur les filaments d’actine ; deux chaines légeres dites essentielles (ELC, Essential Light
Chain) qui stabilisent la conformation et la structure des chaines lourdes; et deux chaines
légeres régulatrices (RLC, Regulatory Light Chain). La calmoduline, une protéine de liaison
aux ions calcium, peut également se lier aux chaines lourdes et servir de chaine légere. La
myosine bouge le long des filaments d’actine, grace a des changements de conformation de la

téte de myosine qui se lie solidement aux filaments d’actine en 1’absence d’ATP (Figure 1.4).

La régulation de la myosine IIA se fait essentiellement par phosphorylation de la
Serl9 et de la Thr20 de la RLC. La phosphorylation de la Ser19 augmente 1’activité
ATPasique de la myosine (Adelstein and Conti, 1975), et cette phosphorylation induirait
¢galement le dépliement de la myosine permettant son oligomérisation (Craig et al., 1983). La
phosphorylation de la Ser19 peut étre induite par différentes protéines : les kinases Citron et
ROCK (Rho-associated protein kinase) activées par RhoA (Amano et al., 1996; Yamashiro et
al., 2003), la kinase PAK (Tuazon and Traugh, 1984), la kinase MRCK (Tan et al., 2008), et
la Myosin Light Chain Kinase MLCK activée par le Ca®" et la calmoduline (Gallagher et al.,
1991). Les voies de signalisation du calcium et des RhoGTPases jouent donc un réle majeur

dans la régulation de I’activité de la myosine IIA et donc de la contraction acto-myosine.

1.1.4- Outils expérimentaux

Pour étudier le role du cytosquelette d’actine, on peut utiliser différentes toxines : les
latrunculines A ou B qui lient les monoméres d’actine-G et inhibent ainsi la polymérisation
des filaments d’actine; la jasplakinolide et la phalloidine qui stabilisent les filaments
d’actine ; la cytochalasine-D qui se lie aux extrémités des filaments et bloque leur

dépolymérisation. Enfin la blebbistatine est un inhibiteur spécifique de la myosine II qui
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altere la contractilité des cellules.

1.2- Les microtubules

1.2.1- Présentation et roles

Le cytosquelette de microtubules permet le déplacement des organites et des vésicules
dans le cytosol et celui des chromosomes lors de la mitose. Les microtubules supportent les
compressions comme les tensions et soutiennent les filaments d’actine lors de la migration ou
lors des changements de forme des cellules. Les microtubules sont des polyméres cylindriques
rigides de tubuline-a et 3, avec une polarité : les deux extrémités ne lient pas les mémes
protéines et n’ont pas les mémes propriétés de polymérisation. L’extrémité plus des
microtubules se trouve en périphérie au niveau de la membrane plasmique ou des organites, et
I’extrémité moins au niveau du centrosome ou centre organisateur des microtubules (MTOC,

Microtubule Organizing Center).

Le centrosome est composé de deux centrioles, reliés par et entourés de la matrice
péri-centriolaire contenant des anneaux constitués de molécules de tubuline-y associées a
d’autres protéines. C’est a partir de ce complexe d’anneaux de tubuline-y que débute la
nucléation des microtubules, ce complexe coiffe leur extrémité moins. La nucléation se fait
par recrutement de molécules de tubuline, qui sont des hétérodimeres de sous-unités o et [3,
liant les nucléotides GTP ou GDP. Les dimeres GTP-liés s’associent et se dissocient aux
extrémités, avec une cinétique plus rapide a I’extrémité plus des microtubules. Cette vitesse
d’¢élongation dépend de la concentration en dimeéres de tubuline-GTP a chaque
extrémité lorsque cette concentration est supérieure a la concentration critique favorisant la
polymérisation des microtubules. L’association des diméres de tubuline forme des
protofilaments, les microtubules correspondent & 13 protofilaments associés de facon
cylindrique. L’instabilit¢ dynamique des microtubules est caractérisée par la coexistence de
microtubules qui s’allongent avec d’autres qui raccourcissent apreés des évenements de

catastrophe (Figure 1.5).

Dans les lymphocytes T, la position du centrosome va déterminer la position de
I’appareil de Golgi, de I’ensemble de 1’appareil de sécrétion et des différents organites. Les

microtubules servent de rails pour le transport des vésicules, se faisant de fagon directionnelle
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selon le moteur 1ié aux microtubules.

1.2.2- Les protéines associées

Les protéines associées aux microtubules, les MAP (Microtubule Associated Proteins),
sont regroupées en familles avec des fonctions distinctes, comme les protéines stabilisatrices,
déstabilisatrices, de fragmentation, de liaison ou les protéines motrices. Nous nous
pencherons ici plus particulierement sur les protéines de liaison aux extrémités et les protéines

motrices.

1.2.2.1- Les protéines de liaison aux extrémités

Les protéines de liaison a I’extrémité plus des microtubules sont appelées +TIPs
(microtubules plus-end tracking proteins), et les protéines de liaison a 1’extrémité moins sont
appelées MCAKSs (mitotic centromere-associated kinesins). Ces derniéres déstabilisent tous

les microtubules, alors que les +TIPs ne les stabilisent pas tous.

CLIP-170 est la premiére +TIP a avoir été décrite, et lie les microtubules aux
membranes, sans bloquer leur croissance. Les microtubules qui subissent une catastrophe
reprennent habituellement la nucléation a partir du centrosome car le taux de sauvetage est
bas. Mais lorsqu’un microtubule atteint la périphérie cellulaire, la stabilité de son extrémité
plus change fortement, tout en gardant une flexibilit¢ lui permettant de s’adapter aux
changements de forme de la cellule. Les événements de sauvetage au niveau périphérique sont
dépendants de CLIP-170. Les protéines CLASP ciblent les extrémités des microtubules via la
liaison a CLIP-170. CLIP-170 a été décrit comme co-localisant avec le complexe dynéine-

dynactine au cortex cellulaire (Howard and Hyman, 2003).

EB1 est également une +TIP qui stabilise les microtubules et peut recruter APC

(adenomatous polyposis coli).

- Dans les lymphocytes T

Dans les cellules Jurkat, EB1 interagirait directement avec le complexe TCR, contrdlant ainsi

la formation du signalosome et le recrutement de LAT et PLCy (Martin-Cofreces et al., 2012).
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EB1 est recrutée et phosphorylée par la kinase casein I delta (CKIS) qui contrdle la
réorientation du MTOC (Zyss et al., 2011).

1.2.2.2- Les formines

Les membres des trois sous-familles de formines (Dia, FMN et INF) jouent également
un role dans la régulation des microtubules. La plupart des études ont été réalisées dans des
fibroblastes qui possédent deux populations distinctes de microtubules, des stables et des
dynamiques ; permettant ainsi de dissocier le role des formines dans la régulation de I’actine
et des microtubules, puisque la perturbation d’un des cytosquelettes affecte souvent 1’autre.
Dans les formines mDial et mDia2, le domaine FH2 lie également directement les
microtubules et certaines protéines de liaison a I’extrémité plus des microtubules comme EB1,
APC et CLIP-170 (Bartolini et al., 2008; Lewkowicz et al., 2008; Wen et al., 2004). mDial et
mDia2 stabiliseraient les microtubules en inhibant I’échange de sous-unités de tubuline a
I’extrémité plus des microtubules (Palazzo et al., 2001). La formine FMNLI1 lie les

microtubules au niveau d’un domaine situé en N-ter (Zhou et al., 2006).

- Dans les lymphocytes T

Dans les cellules Jurkat, la formine INF-2 contrdlerait le mouvement des vésicules
contenant Lck le long des microtubules vers la synapse, régulant ainsi la signalisation a la
synapse (Andres-Delgado et al., 2010). Cette formine est également impliquée dans la
stabilisation des microtubules et la polarisation du MTOC a la synapse apres stimulation du

TCR (Andres-Delgado et al., 2012).

1.2.2.3- La famille des PKCs et le complexe Par

La famille des protéines kinases C (PKC) comporte trois sous-groupes, distingués par
la structure de leur région N-ter régulatrice, (Newton, 2010). Les PKC conventionnelles
(cPKCs) contiennent un domaine C1 liant le DAG suivi d’'un domaine C2 liant les
phospholipides chargés négativement de fagon Ca”"-dépendante. Les nouvelles PKC (nPKCs)

comportent un domaine C2 en N-ter ne liant pas les phospholipides, le tandem C1 qui suit
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présente une forte affinité pour les esters de phorbol et le DAG. Les PKC atypiques (aPKCs)
n’ont pas de domaine C2, et le domaine C1 ne peut pas lier le DAG (Figure 1.6). Ces
différentes PKCs différent par leurs structures et ne présentent donc pas les mémes
propriétés : les cPKCs ont besoin de Ca®" et de DAG pour leur activation, les nPKCs ont
besoin de DAG uniquement, alors que les aPKCs sont régulées par des interactions protéines-
protéines (Huse, 2012). Toutes les PKC possédent un domaine en C-ter servant de site
d’ancrage pour des molécules régulatrices, dépendant de la phosphorylation ; ainsi qu’une
séquence pseudo-substrat autoinhibitrice qui maintien les PKCs dans un état inactif. Les
PKCs doivent maturés pour générer des enzymes catalytiquement compétentes. Cette
maturation correspond a une série d’événements de phosphorylations faisant intervenir la heat
shock protein-90 (HSP90) qui interagit avec un motif spécifique des PKCs, essentiel a la
phosphorylation ; mMTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2); et PDK-1 qui
phosphoryle le site d’activation de toutes les PKCs (Newton, 2010).

Les aPKCs (PKCC et PKCu) jouent un role majeur dans 1’acquisition et le maintien de
la polarit¢ dans de nombreux types cellulaires (Etienne-Manneville and Hall, 2003),
essentiellement couplées aux protéines Par3 et Par6, formant le complexe Par. Ce complexe
régule entre autre 1’établissement de 1’axe apico-basal dans les cellules épithéliales : le
complexe Par-aPKCs est recruté au niveau apical des jonctions cellulaires, permettant le
maintien des contacts entre les cellules épithéliales et la formation de I’épithélium. Le
complexe Scribble-Lgl-Dlg participe également a ce processus, mais au niveau basolatéral
(Nelson, 2003). Le complexe Par interagit avec Cdc42 permettant la capture et la stabilisation
des microtubules au front de migration et la polarisation du MTOC (Etienne-Manneville and

Hall, 2001; Tzima et al., 2003).

- Dans les lymphocytes T

Presque toutes ces PKCs sont exprimées par les LT. Les PKC-0, ¢, n sont recrutées a
la synapse, et régulent la polarisation du MTOC (Monks et al., 1997; Quann et al., 2011).
Par3 est également accumulé a la synapse, avec la forme phosphorylée de PKCO (Bertrand et
al., 2010), et le blocage de ce pool de PKCO activé bloque la polarisation du MTOC vers la
CPA (Bertrand et al., 2010; Tourret et al., 2010). Le complexe Par3-Par6-aPKC est localisé au
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niveau du corps cellulaire des cellules migratoires et semblent impliquées dans le maintien de

la polarité au cours de la migration (Ludford-Menting et al., 2005; Real et al., 2007).

1.2.2.4- Les moteurs moléculaires

Les moteurs moléculaires générent les mouvements des organites le long des fibres
des cytosquelettes d’actine et de microtubules. Ils sont répartis en trois familles : les
myosines, les kinésines et les dynéines. Nous avons vu précédemment que les myosines se
déplacaient en direction de DI’extrémité barbée des filaments d’actine, et la plupart des
dynéines et des kinésines se déplacent vers les extrémités moins et plus des microtubules
respectivement. Comme pour les myosines, les kinésines et les dynéines utilisent I’hydrolyse

de ’ATP pour se déplacer le long des microtubules.

Les kinésines sont des dimeres formés de deux polypeptides super-enroulés. Chaque
monomere est constitué d’une chaine lourde (120kDa) représentant la téte globulaire liée aux
microtubules, qui catalyse I’hydrolyse de I’ATP et déplace les microtubules ; et d’une chaine
légére (64kDa) représentant la queue qui interagit avec les vésicules ou les organites (Figure

1.7). La plupart des kinésines semblent étre constitutivement actives.

Les dynéines cytoplasmiques sont de larges complexes de multiples sous-unités,
composés de deux chaines lourdes (530kDa) liant I’ATP et les microtubules, et de sous-unités
accessoires incluant 3 chaines intermédiaires (74kDa) et 4 chaines légeres (55-60kDa) liant
les vésicules ou organites cellulaires (Figure 1.8). Chaque type de chaine lourde s’associe
avec certaines chaines légeres et intermédiaires. La dynéine cytoplasmique se lie au complexe
dynactine, au niveau d’une chaine intermédiaire (Vaughan and Vallee, 1995), permettant
I’ancrage aux membranes des organites. La dynactine est un complexe de multiples sous-
unités dont des protéines de coiffe, la protéine de liaison a I’actine Arp1 et la sous-unité p50-
dynamitine. La surexpression de cette sous-unité entraine le désassemblage du complexe

dynactine (Melkonian et al., 2007).

- Dans les lymphocytes T

Dans les lymphocytes T les kinésines permettent le déplacement des granules

cytolytiques dans les LT-CD8" (Burkhardt et al., 1993), et la kinésine-1 en complexe avec
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d’autres protéines controle le recrutement des granules a la synapse (Kurowska et al., 2012).
La dynéine est recrutée a la synapse apres stimulation du TCR (Combs et al., 2006), et le
complexe dynactine est impliqué dans la polarisation du MTOC a la synapse (Martin-
Cofreces et al., 2008).

1.2.3- Outils expérimentaux

De la méme fagon que pour le cytosquelette d’actine, on peut utiliser différentes
drogues pour affecter le cytosquelette de microtubules : la colchicine et la vinblastine qui
inhibent la polymérisation des microtubules ; le nocodazole qui induit la dépolymérisation des
microtubules en se liant a la tubuline-f ; le taxol qui inhibe la dépolymérisation. Enfin, on
peut inhiber la polarisation du MTOC avec un pseudo-substrat des PKC atypiques sans

affecter la viabilité des cellules T ou la formation de conjugués (Tourret et al., 2010).

1.3- Les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires sont des polymeéres a la fois flexibles et résistants qui
apportent un support mécanique aux cellules. Un réseau continu de filaments intermédiaires
s’¢tend de I’enveloppe nucléaire jusqu’a des points d’attache situés sur la membrane
plasmique, appelés desmosomes et hémidesmosomes. La classe la plus répandue de protéines
des filaments intermédiaires sont les lamines nucléaires, qui renforcent 1’enveloppe nucléaire
interne. Les filaments intermédiaires, trés peu étudiés dans les lymphocytes T, sont composés
de polymeéres de vimentine (Dellagi and Brouet, 1982). Les diméres antiparalléles a quatre
chaines s’associent latéralement pour former une protofibrille, et 4 protofibrilles s’associent
pour former le filament intermédiaire (Figure 1.9). Contrairement aux filaments d’actine ou
aux microtubules, les filaments intermédiaires sont dits apolaires, car les deux extrémités des
filaments sont équivalentes. Dans les conditions physiologiques in vitro les sous-unités des

filaments s’assemblent spontanément aux extrémités et également sur les c6tés du polymere.

Dans les LT, ces filaments ont été décrit comme responsables de la rigidité cellulaire
des lymphocytes circulants (Brown et al., 2001a), et se réorganisent en agrégats a 1’uropode

des cellules en migration ou apres stimulation via des chimiokines (Dellagi and Brouet, 1982).
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Cette réorganisation est controlée par la plectine qui s’associe a la vimentine et a 1’actine

(Brown et al., 2001Db).

1.4- RhoGTPases

1.4.1- Description

La famille des RhoGTPases appartient a la superfamille des Ras GTPases (Madaule
and Axel, 1985). Ses membres sont caractérisés par un insert Rho au niveau du domaine
contenant ’activit¢ GTPasique (Figure 1.10), impliqué dans la liaison aux effecteurs et
régulateurs (Freeman et al., 1996). Ces protéines, a I’origine décrites comme des régulateurs
du cytosquelette d’actine (Hall, 1998), ont été impliquées dans de trés nombreux processus
cellulaires, comme la prolifération, la différentiation, 1’adhésion, la migration, la sécrétion.
Chez les mammiferes, 20 membres de la famille Rho ont été identifiés et répartis en 8 sous-
familles (Boureux et al., 2007). Les membres les plus étudiés dans les LT et dans d’autres

types cellulaires, sont les membres fondateurs, Rho, Rac et Cdc42 (Figure 1.11).

Les multiples fonctions des RhoGTPases reposent sur les différences entre les
membres eux-mémes ainsi que sur la diversité de leurs effecteurs et de leur mode de fixation.
Une méme Rho peut lier différents effecteurs a différents endroits et ainsi contrdler diverses
fonctions biologiques. Ces protéines sont dites bimodales car elles sont présentent dans le
cytosol sous deux conformations différentes : une conformation inactive lorsque la protéine
est liée au nucléotide GDP et une conformation active lorsqu’elle est liée au GTP. Ce
changement de conformation peut étre induit par des protéines régulatrices de type GAP, GDI
ou GEF, ou par la RhoGTPase elle-méme. Le terme conformation inactive ou active ne refléte
pas la capacité de liaison a d’autres protéines mais plutdt la capacité¢ des Rho a activer leurs
effecteurs et donc a induire une réponse cellulaire apres stimulus. La régulation de 1’activation

des RhoGTPases est donc essentielle au contrdle de leurs fonctions.

La localisation des RhoGTPases est ¢galement trés diverse et régulée entre autre par
leur liaison aux protéines régulatrices. La séquence CAAX en C-ter peut permettre d’ancrer la

Rho a la membrane ou se trouvent de nombreux facteurs d’échanges, qui vont ainsi activer les
9
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RhoGTPases. La localisation et le recrutement des Rho activées permettent ¢galement de
mettre en place un dialogue avec d’autres protéines, et ainsi d’ajouter une régulation de
I’activité des Rho au niveau spatial. Les RhoGTPases jouent un role majeur dans la régulation
de la polymérisation et des mouvements du cytosquelette d’actine, comme nous avons pu le
voir précédemment. Elles interagissent avec le complexe Arp2/3, comme Cdc42 via WASp et

Racl via WAVE, ainsi qu’avec les formines, comme Cdc42 et Rho avec les protéines mDia.

Nous reviendrons au cours de ’introduction sur le role de ces RhoGTPases dans la

formation de la synapse ou la transduction de la signalisation en aval du TCR.

1.4.2- Protéines régulatrices
1.4.2.1- Les facteurs d’échanges (GEF)

Les facteurs d’échanges GEF (Guanosine Exchange Factor) permettent d’activer les
RhoGTPases en les chargeant en nucléotide GTP. Il y a une grande redondance d’interaction
entre les GEF et les Rho : une méme GEF peut lier plusieurs Rho et plusieurs GEF peuvent
lier une Rho. Les Rho interagissent avec les GEF principalement au niveau de leurs régions
Switch I et II. Cette liaison déstabilise I’interaction entre la Rho et le GDP, permettant de
relarguer le GDP dans le cytoplasme et de fixer alors des nucléotides GTP (Figure 1.12).
Généralement, les RhoGEF possedent un domaine DH (Dbl Homology) au niveau C-ter, la
protéine Dbl étant une GEF de Cdc42 (Hart et al., 1991). Ce domaine DH est placé en tandem
avec un domaine PH (Pleckstrin Homology) impliqué dans la localisation a la membrane par
sa liaison aux phospholipides. Ces deux domaines DH-PH constituent une unité nécessaire et
suffisante a 1’activité des GEF (Hakoshima et al., 2003). 79 RhoGEF ont été identifiées dont
36 exprimées par les lymphocytes T (Tybulewicz and Henderson, 2009).

- Dans les lymphocytes T

Les principales RhoGEF exprimées par les LT appartiennent a la famille Vav (Vavl a
3). Vavl et Vav2 peuvent activer Racl, RhoA et Cdc42. Ces GEF sont recrutées a la
membrane, puis phosphorylées, permettant leur activation (Crespo et al., 1997). Ce
mécanisme relie donc la régulation des RhoGTPases a la signalisation en aval du TCR. Tiam-

1 est également recrutée a la membrane ou elle active Racl (Michiels et al., 1997). De
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nombreuses autres protéines GEF ont ét¢ décrites dans les lymphocytes T comme PIX,
DOCK, SWAP-70, SLAT (Becart and Altman, 2009), et leurs roles dans I’activation des
GTPases Rac et Cdc42 analysés dans divers processus cellulaires comme la migration ou

I’activation des LT.

1.4.2.2- Les inhibiteurs GAP

Les protéines GAP (GTPase-Activating Protein) stimulent 1’hydrolyse du GTP,
aboutissant a I’inactivation des Rho. Comme les GEF, les RhoGAP se lient aux domaines
Switch I et I des RhoGTPases, ainsi qu’au GTP. Cette interaction va induire la encore un
changement de conformation facilitant 1’hydrolyse du GTP (Figure 1.12). Les protéines
RhoGAP sont caractérisées par un domaine catalytique GAP différent de celui des autres
GTPases-GAP (Scheffzek and Ahmadian, 2005), qui va lier les domaines Switch I et II. 65
RhoGAP ont été identifiées dont 38 exprimées par les LT (Tybulewicz and Henderson, 2009).

Les protéines GAP sont activées par phosphorylation ou association a des
phospholipides. Le diacylglycerol (DAG) peut également interagir avec les GAP, comme la
B2-chimaerine, spécifique de Rac et Cdc42, qui se relocalise a la synapse des LT ou elle

inhibe Racl (Caloca et al., 2008).

1.4.2.3- Les inhibiteurs GDI

Les protéines GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor) induisent le
détachement de la membrane des Rho liés a GTP, et inhibent le relargage du GDP dans le
cytosol. Il n’existe pas de domaine GDI caractéris¢, mais les trois RhoGDI décrites présentent
des séquences similaires (GDIa, GDIPB, GDIy). Les LT expriment GDIa et GDIP. Les
RhoGDI se lient au groupement lipidique situé¢ en C-ter des RhoGTPases, inhibant ainsi la
liaison des RhoGTPases a la membrane (Michaelson et al., 2001), (Figure 1.13).

1.5- IQGAP1

1.5.1- Identification
La famille des protéines eucaryotes IQGAP (IQ motif containing GTPase activating
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protein) a été identifiée chez de nombreux organismes comprenant la levure, I’amybe, le
poisson, le xénope et les mammiféres. Trois membres ont été décrits chez I’'Homme :
IQGAPI en 1994 (Weissbach et al., 1994), deux ans plus tard IQGAP2 (Brill et al., 1996) et
enfin dix ans apres IQGAP3 (Wang et al.,, 2007). Ces protéines ont des séquences tres
similaires, mais présentent une distribution tissulaire et une localisation cellulaire tres
différentes. Nous nous concentrerons dans ce manuscrit essentiellement sur la protéine la
mieux caractérisée, exprimée de facon ubiquitaire, IQGAP1. Le fait que I’on retrouve cette
famille de protéines dans diverses especes et qu’elle soit conservée au cours de 1’évolution
suggérait que les fonctions de ces protéines étaient associées a des processus cellulaires
fondamentaux. Pourtant les souris déficientes pour IQGAP1 ne présentent pas de défaut de
développement physiologique ou tumoral, ni de différence de progression tumorale par
rapport aux souris sauvages. Elles présentent en revanche une hyperplasie gastrique,
suggérant qu'IQGAPI jouerait un réle dans le maintien de I’intégrit¢é de la muqueuse

gastrique (Li et al., 2000).

IQGAPI1 a été initialement identifiée en 1994 comme une protéine contenant des
motifs liant la calmoduline et une séquence similaire au domaine catalytique des RasGAP
décrites précédemment (Weissbach et al., 1994). La séquence d’IQGAP1 était similaire a
celle de la protéine Sarl chez Schizosaccharomyces pombe. Les auteurs cherchaient alors a
identifier des membres de la famille de génes codant pour des métalloprotéinases exprimés

dans les tissus tumoraux.

Deux ans apres, cette protéine de 190kDa a été purifiée a partir de lysats cellulaires par
chromatographie d’affinité et les auteurs ont alors montré que le domaine C-ter d’IQGAP1
contenant le GRD liait Cdc42 et Rac, et que la calmoduline s’associait a des fragments
contenant les domaines 1Q (Hart et al., 1996; Ho et al., 1999) et avec une faible affinité¢ au
domaine CHD calponin homology domain (Ho et al, 1999).

De nombreuses études ont alors permis de déterminer la séquence et les différents
domaines de cette protéine interagissant avec de multiples partenaires, lui conférant ainsi un

role dans de nombreux processus cellulaires.

1.5.2- Les partenaires d’IQGAP1

IQGAPI1 est donc une protéine a domaines multiples, interagissant avec plus de 90

protéines. Nous nous concentrerons ici sur la description des protéines qui nous intéressent
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plus particulierement (Figure 1.14).

Le domaine CHD en N-terminal lie ’actine filamenteuse (Bashour et al., 1997; Fukata et
al., 1997), N-WASP (Le Clainche et al., 2007) et CXCR2 (Neel et al., 2011). Le domaine
liant des séquences poly-proline WW lie les kinases Erkl et Erk2 (Roy et al., 2004). Le
domaine 1Q, correspondant a quatre motifs IQ dans la séquence IQGAP1 humain, lie la
calmoduline (Hart et al., 1996; Joyal et al., 1997), la chaine 1égére de la myosine (Weissbach
et al., 1998), la protéine de liaison au Zn”" et au Ca’" S100B (Mbele et al., 2002), Rapl
impliqué dans la signalisation LFA-1 (Jeong et al., 2007), les kinases MEK1 et MEK2 (Roy
et al., 2005) et B-Raf (Ren et al., 2007). Le domaine GRD (GAP-related domain) lie les
petites RhoGTPases Cdc42 (Hart et al., 1996) et Racl (Kuroda et al., 1996), mais pas RhoA
ni Ras. Et enfin le domaine RGCT (RasGAP carboxyl terminus) interagit avec la protéine
CLIP-170 qui lie ’extrémité plus des microtubules (Fukata et al., 2002), avec I’E-cadhérine
(Kuroda et al., 1998), la B-caténine (Fukata et al., 1999), la protéine APC (Kuroda et al.,
1996) et les sous-unités Exo70, Sec3 et Sec8 du complexe exocyste (Rittmeyer et al., 2008;
Sakurai-Yageta et al., 2008).

La liaison d’IQGAP1 a ces nombreuses protéines 1I’implique donc dans de multiples

processus cellulaires comme 1’adhésion, la migration et I’exocytose.

1.5.3- IQGAP1, Cdc42 et cytosquelette
1.5.3.1- Cytosquelette d’actine

Les homologues d’IQGAP1 chez la levure (Iqglp/Cyklp chez S.cerevisiae, Rng2p
chez Schizosaccharomyces pombe et Sarl chez S.pombe) et 1’amibe (DGAP1 chez
Dictyostelium discoideum) jouent un role dans le recrutement des filaments d’actine et la
cytokinése. Chez les mammiferes, IQGAP1co-localise avec I’actine au niveau du lamellipode
et des extensions membranaires (Bashour et al., 1997; Fukata et al., 1997). En plus de la
liaison directe entre IQGAP1 et I’actine filamenteuse, IQGAP1 jouerait un rdle indirect sur le
cytosquelette en étant le lien moléculaire entre les GTPases Cdc42 et Rac et le cytosquelette
d’actine ; cette activité serait régulée par la calmoduline et le calcium. IQGAPI lie
préférentiellement la forme active GTP liée de Cdc42 (Hart et al., 1996; Joyal et al., 1997), et
inhibe ’activit¢é GTPase intrinséque de Cdc42 in vitro, stabilisant ainsi Cdc42 sous forme

active.
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Une étude a proposé qu’IQGAP1 serait phosphorylé sur la Ser'**

par la protéine
kinase C (PKC) ¢ et que le domaine C-ter interagirait avec Cdc42 (Grohmanova et al., 2004),
et que selon son état de phosphorylation, IQGAP1 servirait d’effecteur ou isolerait cette forme
de Cdc42 pour empécher la signalisation. La phosphorylation d’IQGAP1 permettrait son
activation et la stimulation de la croissance des neurites dans les cellules neuroblastiques

murines NIE-115 (Li et al., 2005).

La surexpression d’IQGAP1 induit des changements morphologiques en stimulant la
formation de filopodes (Swart-Mataraza et al., 2002) probablement da au fait qu’'IQGAP1 est
nécessaire a la localisation de Cdc42 a la membrane plasmique. La liaison d’IQGAPI a
Cdc42 empéche D’interaction entre IQGAP1 et la B-caténine, mais 1’augmentation de la
concentration en calcium augmente 1’interaction entre la calmoduline et IQGAPI, induisant
une diminution de I’association entre IQGAP1 et Cdc42 (Ho et al., 1999). IQGAPI1 apparait
donc comme une protéine associée a I’actine qui pourrait transmettre les signaux provenant du

complexe Ca’/calmoduline 4 la molécule Cdc42 et au cytosquelette.

IQGAPI stimule également 1’assemblage des filaments d’actine en liant et activant N-
WASP, qui lui-méme recrute Arp2/3, permettant la formation du lamellipode (Le Clainche et
al., 2007). IQGAPI recrute aussi la formine Dial au front de migration et au niveau de
I’anneau d’actine formé a la coupe phagocytique dans les macrophages (Brandt et al., 2007),
jouant un role dans la migration cellulaire et la phagocytose. Le role d’IQGAP1 dans
I’assemblage de I’actine n’est donc pas clair, car le complexe Arp2/3 et les formines stimulent
des réseaux d’actine distincts : Arp2/3 géneére un réseau d’actine ramifié avec ’aide de N-
WASP, alors que les formines produisent des filaments linéaires d’actine par élongation des
brins. Ces structures d’actine ont des fonctions différentes, méme si elles sont toutes deux
impliquées dans la dynamique de contact cellulaire via les E-cadhérine dont nous discuterons
plus bas, et la migration cellulaire. IQGAPI servirait alors de plateforme vers laquelle Arp2/3
et Dial convergeraient, permettant de stimuler les deux types de polymérisation d’actine

(Figure 1.15).

Dans un contexte de synapse entre cellules NK et cellule cible, IQGAP1 contrdlerait
I’accumulation d’actine-F au niveau de la zone de contact entre les deux cellules, sans affecter

le niveau globale de polymérisation d’actine dans ces cellules (Kanwar and Wilkins, 2011).
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Le role d’IQGAPI dans les mouvements du systéme acto-myosine n’a pas €t€ montré
pour I’instant, mais le fait qu’IQGAPI1 lie la chaine légere de la myosine ainsi que la
calmoduline pouvant servir de chaine légere, suggere un role d’IQGAP1 dans I’activité de la

myosine.

1.5.3.2- Cytosquelette de microtubules

IQGAPI capture les microtubules via I’interaction avec la protéine CLIP-170 liant
I’extrémité plus des microtubules (Fukata et al., 2002), permettant ainsi la polarisation des
fibroblastes en migration. [QGAP1, Cdc42/Racl et CLIP-170 forment un complexe tripartite.
L’expression d’une construction IQGAPI muté dans son domaine de liaison a Cdc42/Racl
induit des axes de polarisation multiples. L’interaction IQGAP1-CLIP170, dépendante de
mTOR, contrdle la morphologie de I’arbre dendritique, en faisant le lien entre microtubules et

filaments d’actine (Swiech et al., 2011).

Nous avons vu qu’lQGAP1 recrutait Dial, impliqué dans la stabilisation des
microtubules via I’interaction avec EB1 (microtubule end-binding protein 1) et APC (Wen et
al., 2004). Ce role d’IQGAP1 dans la capture des microtubules pourrait étre impliqué dans le
contrdle spatiotemporel des fonctions des formines. C’est ce que suggere Wickstrom et al, qui
montrent qu’ILK (Integrin-Linked Kinase) recrute IQGAP1 au cortex cellulaire, qui stabilise

localement les microtubules via Dial (Wickstrom et al., 2010).

Ce contrdle de la stabilité des microtubules suggere qu’IQGAP1 jouerait un rdle dans
la polarisation du MTOC, mais de fagon surprenante, cette fonction d’IQGAPI1 n’a été
évoquée que dans trois articles. Le premier montre qu’ IQGAP1 est localis¢€ avec 1’actine-F en
périphérie de la synapse entre LT cytotoxiques et cellules cibles, et les auteurs proposent, sans
le montrer, qu'IQGAP1 permettrait de réorienter le MTOC a la synapse et d’exclure
I’extrémité plus des microtubules du centre de la synapse, en maintenant ces microtubules
dans I’anneau périphérique d’actine (Stinchcombe et al., 2006). Dans le second article, les
auteurs montrent cette fois que la perte d’expression d’IQGAP1 induite par introduction de
shRNA, induit un défaut de polarisation du MTOC dans les cellules NK en synapse avec des
cellules cibles, ainsi qu’un défaut de cytotoxicit¢ (Kanwar and Wilkins, 2011). Enfin le
dernier montre que I’inhibition d’IQGAP1 par des shRNA n’affecte pas la polarisation du
MTOC dans les cellules T CD8" en conjugués avec des cellules présentatrices d’antigénes

(Gorman et al., 2012). Les différences pointées sont probablement dues aux différents types
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cellulaires, en effet on oppose ici des résultats sur une lignée cellulaire NK humaine, et des

cellules CD8" OT-I murines.

Ces résultats suggerent qu’IQGAPI1 servirait de lien entre les cytosquelettes d’actine et
de microtubules, point qui nous a particulierement intéressés pour notre étude du role des

remaniements du cytosquelette dans les fonctions T.

1.5.4- IQGAP1 et adhésion cellulaire

IQGAP] interagit avec I’E-cadhérine (molécule d’adhésion Ca*" dépendante) et la -
caténine au niveau de contacts cellulaires, et induit la dissociation de I’a-caténine du
complexe cadhérine-caténine in vivo et in vitro chez la souris (Figure 1.16), (Fukata et al.,
1999; Kuroda et al.,, 1998). Cette ¢étude a ¢été réalisée dans des fibroblastes murins
surexprimant I’E-cadhérine. La surexpression d’IQGAP1 induit également la dissociation des
interactions entre cellules, de fagon Cdc42 dépendante cette fois. En effet ’expression de
Cdc42-GTP et Racl-GTP, mais pas RhoA-GTP, inhibent la liaison d’IQGAPI avec la B-
caténine (Fukata et al., 1999; Hage et al., 2009).

La relocalisation subcellulaire d’IQGAP1 du cytoplasme vers la membrane plasmique
est corrélée avec le disfonctionnement de I’E-cadhérine et la dédifférenciation tumorale dans
la carcinogénése gastrique (Takemoto et al., 2001). La localisation cytoplasmique d’ IQGAP1
est associée a une forte adhésion intercellulaire par le systéme E-cadhérine, alors que la
localisation membranaire d’ IQGAP1 est associée a une perte d’adhésion cellulaire médiée par
I’E-cadhérine. IQGAPI interagirait ¢galement avec le récepteur PTPu (Protein-Tyrosine
Phosphatase), régulant I’adhésion cellulaire impliquant les cadhérines (Phillips-Mason et al.,

2006).

IQGAPI est recruté par la protéine phosphatase 2A (PP2A) avec la petite GTPase Rac
pour maintenir I’assemblage de 1’actine filamenteuse au niveau d’intégrines 1 dans les
cellules épithéliales mammaires, permettant 1’ancrage de I’intégrine au cortex d’actine et
I’adhésion des cellules au substrat (Suzuki et al., 2005).

Dans les cellules endothéliales humaines, IQGAP1 stabilise les microtubules au
niveau des jonctions adhérentes et est impliqué dans le remodelage de ces jonctions,

permettant la diapédese des lymphocytes (Nakhaei-Nejad et al., 2010).
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1.5.5- IQGAP1 et sécrétion

Dans les cellules pariétales gastriques IQGAP2 est polarisé a la membrane apicale et
IQGAPI1 a la membrane basolatérale. Un peptide IQGAP bloquant la liaison d’IQGAPI a
Cdc42 inhibe in vitro la sécrétion d’acide dans les glandes gastriques. Ce peptide perturbe
I’association d’IQGAP et Cdc42 avec le cytosquelette d’actine apicale, bloquant le

remodelage de la membrane apicale apres stimulation (Zhou et al., 2003).

IQGAPI1 s’associe et co-localise avec le complexe exocyste-septine qui régule la
sécrétion d’insuline par les cellules [ pancréatiques. En se liant a Cdc42-GTP, IQGAPI
bloque la formation du complexe exocyste, inhibant ainsi la sécrétion dans ces cellules
(Rittmeyer et al., 2008). L’interaction d’IQGAP1 avec les sous-unités Sec3 et Sec8 du
complexe exocyste entraine 1’accumulation de métalloprotéinases (MMPs) a I’invadopode des
cellules tumorales, et la dégradation de la matrice extracellulaire par les MMPs (Sakurai-
Yageta et al.,, 2008). Cette fois, les auteurs montrent que I’interaction d’IQGAP1 avec
sec3/sec8 requicre Cdc42 sous forme active. IQGAP1 joue également un role dans la
sécrétion par les NK de granules cytotoxiques. Ainsi, I’inhibition de 1’expression d’ IQGAP1
avec des shRNA, inhibe le recrutement des granules a la synapse et le relargage de leur

contenu vésiculaire vers la cellule cible (Kanwar and Wilkins, 2011).

1.5.6- IQGAP1 et signalisation

IQGAP1 interagit avec Erkl/2, MEK1/2 et B-Raf. Dans les cellules NK, IQGAP1
forme un large signalosome en recrutant ces protéines, aprés stimulation de NKG-2D et
activation de Rap1b (Awasthi et al., 2010). Ce recrutement est nécessaire a la phosphorylation

des protéines Erk1/2, MEK1/2 et B-Raf.

La liaison d’IQGAPI1 a la calmoduline pourrait également réguler la signalisation
calcique, dont la calmoduline est I’'un des premiers médiateurs. En effet I’augmentation de la
concentration en Ca>” induit un changement de conformation de la calmoduline, permettant
son interaction avec des protéines cibles via des domaines en hélices o ou des motifs IQ,
comme ceux d’IQGAPI. L’interaction d’IQGAP1 avec B-Raf serait favorisée par la présence
de Ca®" et inhibée en présence de calmoduline (Ren et al., 2008). IQGAPI permettrait donc
de coupler la signalisation Ca**/Calmoduline a la cascade des MAPK (Raf/MEK/ERK).
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2. Cytosquelette et mise en place de la synapse
immunologique

2.1- Mise en place des interactions LT-CPA

2.1.1- La migration des cellules T

Les LT naifs migrent continuellement du sang vers les organes lymphoides
secondaires a la recherche de cellules présentatrices d’antigénes. Cette migration ne se fait pas
de facon aléatoire, mais suit un guidage via des chimiokines entre autres, et est finement
régulée. Ce phénomene est appelé écotaxie ou « homing », et comporte plusieurs phases
(Figure 1.17). Tout d’abord la migration a travers le flux sanguin, puis le contact avec les
endothéliums, les LT roulent alors sur les cellules endothéliales (rolling), ralentissent,
s’arrétent, s’extravasent a travers [’endothélium (migration trans-endothéliale) pour rejoindre
les organes lymphoides, et finalement migrer a travers le tissu pour rejoindre la zone T et

rencontrer les cellules dendritiques.

La mobilité¢ des cellules T est régulée par 1’expression des chimiokines, de leurs
récepteurs, de molécules d’adhésion par les LT et les cellules endothéliales, mais elle met

¢galement en jeu des changements morphologiques des cellules T régulés par le cytosquelette.

2.1.1.1- Le rolling

Circulant dans le flux sanguin ou au cours de la phase de rolling, le LT a une forme
arrondie avec de petits microvilli au bout desquels est exprimée la L-selectine. Cette protéine
interagit avec ses ligands sur les cellules endothéliales, les LT roulent donc sur 1I’endothélium
grace a ces interactions au bout des microvilli. Au niveau de ces microvilli se trouvent les
protéines de la famille des ERM (Ezrin Radixin Moesin, la radixine n’est pas exprimée par les
LT). Ces protéines créent un lien entre I’actine et la membrane plasmique via certaines
protéines transmembranaires. A 1’état inactif les protéines ERM bloquent la liaison entre
I’actine-F et la membrane. Cet état est dii a des interactions intramoléculaires entre les
extrémités N-ter et C-ter des ERM. La phosphorylation au niveau C-ter active la protéine qui
crée alors le lien entre actine-F et membrane (Tsukita and Yonemura, 1999). La

phosphorylation des ERM est dépendante de Lok (Belkina et al., 2009), et leur inactivation est
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dépendante de Racl et Cdc42 (Faure et al., 2004). Lors du rolling I’inactivation des ERM par
stimulation via des chimiokines, aboutit a un effondrement des microvilli et donc a I’arrét du

rolling (Brown et al., 2003).

2.1.1.2- L’arrét sur les cellules endothéliales

L’arrét sur les cellules endothéliales intervient apres la dissolution des microvilli et
I’étalement des cellules T. Cette étape correspond a un changement de conformation et une
augmentation de I’affinité des intégrines (Campbell et al., 1998). Cette famille de 24 membres
constitue un des principaux groupes de molécules d’adhésion. Dans les LT, les intégrines les
plus étudiées sont LFA-1 ou intégrine arf3, et VLA-4 ou intégrine ouf;, ayant entre autres
pour ligand ICAM-1 et VCAM-1 respectivement. Ces intégrines sont liées aux filaments
d’actine via différents adaptateurs dont la taline. La queue cytoplasmique des intégrines lie
aussi ILK (integrin-linked kinase) qui recrute entre autre o-PIX qui a son tour recrute et
active Rac et Cdc42, aboutissant a la polymérisation d’actine (Brakebusch and Fassler, 2003).
Nous reviendrons plus bas sur la régulation de ces protéines, en particulier LFA-1, mais elles

sont responsables de ’arrét des cellules T sur les cellules endothéliales.

2.1.1.3- L’établissement de la polarité

Les LT vont ensuite s’étaler sur les cellules endothéliales et se polariser c’est-a-dire
rompre leur symétrie. Ces modifications sont trés importantes pour la migration directionnelle
des LT et sont régulées par le cytosquelette. La migration est induite par des chimio-
attractants solubles ou fixés sur d’autres cellules, et par des signaux d’adhésion. La premiere
¢tape est une redistribution de 1’actine-F qui passe d’une organisation symétrique tout autour
de la cellule a une concentration au front de migration. Les LT en mouvement présentent une
morphologie polarisée avec trois compartiments distincts : une protrusion membranaire
correspondant a un large lamellipode plat a I’avant dans le sens de la migration ; le corps
cellulaire avec le noyau et ’arriére de la cellule avec une extension membranaire appelé
uropode (Samstag et al., 2003). L’avant de la cellule contient les récepteurs aux chimiokines
(Nieto et al., 1997), FAK (focal adhesion kinase), I’actine-F, des protéines de liaison a 1’actine
comme la taline, la vinculine, ou I’a-actinine, des RhoGTPases et des molécules d’adhésion

comme LFA-1 (Figure 1.18). La partie centrale contenant le noyau présente une forme
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arrondie. Entre ’'uropode et le corps cellulaire se trouve le MTOC. Au niveau de I'uropode, se
trouvent les protéines ERM, ICAM-1, CD43, CD44 et le TCR (Vicente-Manzanares and
Sanchez-Madrid, 2004). Le regroupement des molécules d’adhésion a 1’uropode est

dépendant des ERM.

La polarisation des cellules en migration est donc définie par la distribution
asymétrique des protéines cytoplasmiques, des récepteurs aux chimiokines, des molécules
d’adhésion, mais également des cytosquelettes d’actine et de microtubules. Le complexe Par
(Par3/Par6/PKCC) participe également a la mise en place de cette polarité cellulaire, et plus
précisément Par 6 et PKC( (Real et al., 2007), sous le contrdle de Cdc42. Les complexes
Crumbs et Scribble (composé des protéines Lgl (lethal giant larveae), Dlg (Disc large 1a 4) et
Scribble) sont accumulés a 1’arriére des LT, et également nécessaires a la polarisation.
L’inhibition de I’expression de Scribble empéche la polarisation des récepteurs a la surface
cellulaire et les changements morphologiques comme la formation de 1’uropode (Ludford-
Menting et al., 2005). La protéine DIg est localisée a I’'uropode grace a I’association de son

domaine PDZ aux ERM (Lue et al., 1996).

2.1.1.4- Les migrations bi et tri-dimensionnelles

Lors de la migration sur les cellules endothéliales ou lors de la diapédese (ou
migration trans-endothéliale), les LT adoptent un déplacement de type amiboide, migration
rapide et dynamique avec une morphologie en remodelage permanent (Figure 1.19). La
migration se fait par des mouvements alternatifs d’extension de 1’avant de la cellule et de
rétraction de I’'uropode. Ces mouvements sont régulés par des cycles de polymérisation et de
contraction de 1’acto-myosine :

- I’actine se polymérise et forme un réseau d’actine branchée dans le lamellipode :
nucléation de 1’actine par Arp2/3 activé par WASp et élongation de filaments existants

- cette nouvelle extension s’attache au substrat via la formation de sites d’adhésion
dans lesquels s’assemblent I’actine-F, les molécules d’adhésion de la famille des intégrines et
les protéines de liaison a I’actine : la stimulation des intégrines induit leur agrégation et le
recrutement, au niveau de leur domaine cytoplasmique, d’un complexe formé par 1’actine-F,
la taline, la vinculine, 1’a-actinine, et FAK. Ce complexe va permettre de lier les sites
d’adhésion aux filaments d’actine.

- la myosine II va générer des forces le long des filaments d’actine induisant la
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contraction du corps cellulaire

- enfin I'uropode se détache du substrat et se rétracte, ce mouvement est également
dépendant de la myosine II et de son activation par RhoA (Smith et al., 2003) et par la
signalisation Ca*" (Eddy et al., 2000; Lawson and Maxfield, 1995). La force générée par la
myosine rompt les interactions intracellulaires entre les intégrines et le cytosquelette d’actine
(Cox and Huttenlocher, 1998). L’inhibition de I’activité de la myosine II par blocage de la
phosphorylation de la MLC bloque la rétraction de I'uropode dans les neutrophiles (Eddy et
al., 2000).

La contraction induite par la myosine Il a ’avant est importante pour maintenir la
progression de la cellule vers I’avant, et est régulée cette fois par la kinase ROCK et la
calmoduline (Figure 1.20), (Smith et al., 2003). La myosine est donc responsable de la
génération de forces motrices, permettant I’extension du lamellipode et la rétraction de
I’'uropode, mais également de la rigidité corticale permettant aux cellules d’évoluer dans des
zones confinées, comme le montre 1’inhibition ou le knock-out de la myosine IIA qui induit
une diminution de la rigidité et une augmentation de 1’étalement (Jacobelli et al., 2010). Cette
contractilit¢ est également importante pour que les cellules T résistent au flux sanguin

lorsqu’elles migrent sur les cellules endothéliales.

2.1.2- Interactions Lymphocytes T — Cellules présentatrices d’antigeénes

Apres avoir traversé la barriere épithéliale, les LT naifs entrent dans les organes
lymphoides secondaires a la recherche des CPA présentant I’Ag spécifique du TCR qu’ils
expriment. La migration intranodale présente les mémes caractéristiques que celle décrite

précédemment.

2.1.2.1- Etat d’activation des LT

Les cellules dendritiques font parties des trois types de CPA présentent dans les
ganglions avec les lymphocytes B (LB) et les macrophages et sont les plus efficaces pour
déclencher une réponse primaires in vivo. Les LT naifs interagissent dans les zones T des
ganglions avec des cellules dendritiques, suivant trois phases qui se différencient par la
dynamique des interactions ente les LT et les DC (Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004).

Tout d’abord les LT, trés mobiles, établissent des contacts courts (~5min) avec les DC, cette
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phase de « scanning » des DC d’environ 8h permet aux LT de chercher les complexes CMHp
spécifiques de leurs TCR. Puis les cellules T ralentissent et établissent des contacts plus longs
(>60min). Cette seconde phase d’environ 12h permet le début de la production de cytokines
comme I’IL-2 et de la prolifération des LT. Et enfin les LT retrouvent une grande mobilité et
proliférent fortement. L’état d’activation du LT est donc un paramétre important pour 1’étude
des interactions LT-CPA. Des interactions entre LT CD4" ou CDS8" activés et cellules
dendritiques ont également été rapportées dans les tissus. Ces interactions permettraient de ré-
activer les LT (Thornton et al., 2012). La morphologiee des DC, dépendante de leur état de
maturation, est également déterminante pour la nature de I’interaction avec les LT comme

nous le verrons plus bas.

Les LT CD4" activés peuvent également activer les DC, via I’expression du CD40L
(Caux et al., 1994; Cella et al., 1996) ou la sécrétion de cytokines comme I’IL-4 et I'ITFN-y
(D'Andrea et al., 1995; Ma et al., 1996; Miro et al., 2006).

2.1.2.2- Etat de maturation des DC

Les degrés de maturation ou d’activation des DC sont également des facteurs
importants pour I’activation des LT et déterminent la nature de I’interaction. En effet les DC
expriment différentes molécules de surface impliquées dans I’interaction avec les LT :
molécules de CMH-I et CMH-II, LFA-1, ICAM-1, et les molécules de costimulation comme
CD80 et CD86. Les DC immatures expriment les molécules de CMH a un niveau modér¢, et
la maturation des DC entraine une augmentation de I’expression de ces molécules ainsi que
des molécules de costimulation (Cella et al., 1997; Hart, 1997). Les LT interagissent
faiblement avec les DC immatures, ces interactions n’aboutissant pas a la formation de
synapses dites matures (voir plus bas) (Benvenuti et al., 2004). Et il a été observé que les LT
CD8" présentaient une plus grande mobilité dans le ganglion en présence de DC immatures
qu’en présence de DC matures présentant le méme peptide agoniste (Hugues et al., 2004). La
nature et la concentration du peptide présenté par le CMH sur les DC est également
déterminant pour la nature et la stabilité¢ du contact établit avec les LT. Méme s’il a été montré
que les DC matures peuvent former des interactions longues avec les LT naifs en absence
d’Ag, alors que les DC immatures n’ont pas cette capacité (Benvenuti et al., 2004; Blanchard

et al., 2004).
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2.1.2.3- Interactions LT-LB

Les LT CD4" interagissent également avec les LB. Des lignées cellulaires T et B ont
¢été utilisées pendant de nombreuses années, ces interactions servant de modele de formation
de la synapse. Ces interactions ont lieu dans les ganglions, soit dans les zones T lorsque les
LB quittent les zones B, soit lorsque les LT CD4" se différencient en cellules Tth (folicular
helper) apres activation, et se déplacent alors aux bords des zones B. Les interactions LT-LB,
importantes pour les fonctions B, interviennent apres sur-expression du CD40L par les LT

CD4" permettant d’engager le CD40 a la surface des LB.

2.1.3- Autres interactions

Au cours de leur développement et de leur vie, les LT interagissent avec de
nombreuses cellules autres que les cellules dendritiques et les LB présentés précédemment.
Les thymocytes interagissent avec des cellules épithéliales corticales et médullaires dans le
thymus lors des sélections positives et négatives. Les LT CD8" interagissent avec des cellules
cibles, tumorales ou infectées par un virus. Ces interactions induisent la formation de
synapses ressemblant a celles établies entre LT CD4" et LB. Les LT pourraient également
interagir avec les cellules NK, probablement au niveau des tissus lymphoides secondaires,

mais ces interactions sont pour I’instant trés mal décrites ou caractérisées.

Des interactions homotypiques entre LT ont également €ét¢é mises en évidence.
Généralement les interactions longues entre LT naifs et DC aprés reconnaissance de 1’Ag,
induisent la sécrétion de CCL3 et CCL4 par les DC matures et les LT activés. Ces
chimiokines vont recruter d’autres cellules T au site d’activation formant ainsi des agrégats de
cellules T. Ces interactions T-T qui ne semblent pas stables in vivo (Sabatos et al., 2008),
semblent toutefois jouer un role dans la mise en place d’une réponse immune (Gerard et al.,
2013; Sabatos et al., 2008), avec par exemple le role des interactions homotypiques LT CD8+
dans la génération d’un pool de LT CD8+ mémoires (Gerard et al., 2013).

Nous nous intéresserons par la suite uniquement aux interactions entre LT et cellules

dendritiques ou entre LT et LB.
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2.2- Organisation de la synapse

L’interaction stable entre un LT et une DC ou un LB induit la formation d’une synapse
immunologique au niveau de la zone de contact entre les deux cellules. Cette synapse
correspond a I’organisation spatiale et temporelle de récepteurs spécifiques, de molécules de
signalisation et d’adhésion. Nous décrirons dans cette partie 1’organisation des différentes
synapses et le role du cytosquelette dans la mise en place de la synapse. Des zones de contact
organisées ont également été décrites entre LT et DCs en absence d’Ag spécifique et méme en
absence de complexes CMH (enrichissement du TCR et PKC6, exclusion de LFA-1 et de
CD43), (Revy et al., 2001). Les mécanismes a 1’origine de la formation de cette synapse Ag-
indépendante ne sont pas décrits, nous nous concentrerons donc sur la synapse formée en

présence de complexes CMHP agonistes.

Dans la plupart des cas donc, la formation de la synapse est initiée aprés stimulation
du TCR par le complexe CMH-peptide agoniste. Cette liaison déclenche des cascades de
signalisation en aval du TCR, mais le fait que la formation d’un contact stable et d’une
synapse entre LT et CPA soient nécessaires a une activation complete du LT n’est pas encore
clairement établit (voir plus bas). Nous avons donc choisi de traiter en premier lieu la
formation de la synapse avant la signalisation en aval du TCR (partie III), méme si I’inverse

aurait pu également se justifier.

2.2.1- Synapse concentrique
2.2.1.1- Description

La synapse monocentrique est la premiere a avoir été décrite, au contact entre des
lignées lymphocytaires T et B (Monks et al., 1998), ou grace au modele de bi-couche
lipidique (Grakoui et al., 1999), méme si un recrutement particulier des molécules a
I’interface entre LT et LB avait déja été rapporté quelques années plus tot (Kupfer et al.,
1987). La synapse monocentrique, observée entre LT et LB ou LT et DC matures, est
¢galement appelée synapse en ceil de beeuf ou synapse de Kupfer. Elle s’organise en trois
zones nommées SMAC (Supra Molecular Activation Cluster) ou ségregent des molécules

membranaires :

e Le cSMAC, ou zone centrale : regroupant le complexe TCR-CD3
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“En face” vue

Moesine

cSMAC

/' Ezrine

dSMAC

Figure 1.21 : Organisation de la synapse de Kupfer
Vue « en face » de la synapse établie entre un LT et une CPA (LB ou DC mature), décrite par
A. Kupfer. Les complexes TCR-CD4, le CD28 et le CD2 sont concentrés au niveau du
cSMAC (central-SMAC), les molécules d’adhésion comme LFA-1 sont localisées au niveau

du pSMAC (peripheral-SMAC) avec 1’actine polymérisée et les protéines encombrantes et
chargées comme CD43 ou la phosphatase CD45 sont exclues du centre de la synapse et

recrutées au dSMAC (distal-SMAC). La localisation de ces différentes protéines
membranaires régule la localisation de protéines de signalisation cytoplasmiques associées :

PKCO et LAT sont au niveau du cSMAC, la taline et Rapl liées a LFA-1 sont au niveau du
PSMAC et les ERM li¢es a CD43 sont au dSMAC. Cette description treés schématique et figée
d’une synapse mature ne rend compte de la dynamique de mouvements des microclusters de

récepteurs et molécules de signalisation commentée plus bas.



(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998), CD4 ou CDS8, CD2 (Singleton et al., 2006)
et CD28

e Le pSMAC ou zone périphérique regroupant les molécules d’adhésion comme LFA-1
(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998)

e Le dSMAC ou zone distale excluant les grosses molécules de la synapse, comme
CD43 (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Roumier et al., 2001) et CD45
(Freiberg et al., 2002)

L’organisation de ces récepteurs membranaires est concomitante a une redistribution
spatiale de molécules de signalisation cytosoliques : PKCO et LAT sont recrutées au niveau
du cSMAC avec le complexe TCR-CD3, alors que la taline ou Rap1 sont situées au niveau du
pSMAC avec LFA-1, et les protéines ezrine et moesine sont situées au niveau du dASMAC

avec le CD43 (Figure 1.21).

Pour expliquer cette organisation spatiale des molécules a la membrane SJ. Davis et A.
Van de Merwe ont propos¢ un modele dit de «kinetic-segregation » proposant une
explication simple a cette redistribution : les molécules a la surface du LT ségregeraient en
fonction de leur taille. Les petites molécules (CD2, CD28, CD4/8) se trouveraient au niveau
de la zone centrale, permettant la formation d’une zone de contact étroit entre LT et CPA ; et
les molécules de grosses tailles seraient exclues du centre de cette zone ¢loignant ainsi les
phosphatases du TCR (Davis and van der Merwe, 1996). Plusieurs données sont venues
confirmer ce modele : ’augmentation de la taille du domaine extracellulaire du CMHp
perturbe la dissociation des TCR et des molécules de CD45 et bloque la signalisation en aval
du TCR (Choudhuri et al., 2005) ; 1’augmentation de la taille du ligand de CD2, CD48, inhibe
I’interaction TCR-CMHDp et la production d’IL-2 (Wild et al., 1999) ; la diminution de la taille
du domaine extracellulaire de CD45 bloque la transduction du signal TCR, et le domaine
extracellulaire de CD45 remplacé par celui de CD43 permet de rétablir cette signalisation,
confirmant que la taille des protéines est importante pour 1’organisation de la synapse et la
transmission du signal TCR (Irles et al., 2003). Des expériences similaires de variations des
domaines extracellulaires de CD45 ont ¢ét¢ réalisées plus récemment, en introduisant ces
diverses constructions dans des cellules HEK en conjugués avec des cellules Raji exprimant
des complexes CMH-I-peptide, CD58 et LFA-1 (James and Vale, 2012). Ces expériences ont
permis de confirmer ce modele avec certaines nuances. En effet, bien que la taille influence
I’exclusion des molécules, les protéines membranaires avec de petits domaines

extracellulaires (domaine phosphatase intracellulaire du CD45 fusionné avec le domaine
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extracellulaire de CD86 de la méme taille que le TCR) peuvent ¢également étre exclues,
suggérant que d’autres forces régulent ce processus. Donc sans étre remis en cause, ce modele
de « kinetic-segregation » tend a étre modifié par les données sur le role du cytosquelette dans

la mise en place et I’organisation de la synapse.

2.2.1.2- Notion de microclusters

Les microclusters sont de petits agrégats de molécules membranaires ou cytosoliques.
Les molécules de TCR a la membrane s’agrégent en microclusters qui se forment au niveau
du dSMAC, puis migrent vers le pPSMAC pour former de plus gros clusters, et finalement
gagnent le centre de la synapse pour former le cCSMAC (Varma et al., 2006; Yokosuka et al.,
2005). Cette zone de la synapse est maintenant décrite comme le lieu d’internalisation des
microclusters de TCR et d’arrét de la signalisation par le TCR. La formation des
microclusters lors de la mise en place de la synapse concerne également des protéines de
signalisation dont nous discuterons dans la partie III de cette introduction. L’analyse de LT
individuels révéle que le flux de Ca®" est induit en paralléle de la formation de microclusters,
un évenement trés rapide qui précéde la formation du ¢cSMAC (Saito et al., 2010). Le
traitement avec des Ac anti-CMH pendant ’activation des cellules T bloque la formation de
nouveaux microclusters et arréte la signalisation et le flux calcique aprés 2 min (Varma et al.,
2006).

Le récepteur co-stimulateur CD28, apres liaison a son ligand, est également enrichi
dans les microclusters TCR, indépendamment de sa signalisation puisque 1’absence de la
région cytoplasmique qui lie PKCO n’empéche pas son incorporation dans les microclusters
(Yokosuka et al., 2008). Le CD28 est transporté vers le cSMAC dans ces microclusters ou il
ségrege au niveau d’un anneau autour des microclusters de TCR (Figure 1.22), (Yokosuka et
al., 2008). Contrairement aux microclusters de TCR et de ZAP-70 qui sont internalisés au
niveau du cSMAC, les microclusters de CD28 et PKCO sont maintenus dynamiquement dans
le cSMAC, comme le montrent des expériences de FRAP, révélant que ces microclusters

réapparaissent apres photo-bleaching (Y okosuka et al., 2008).

L’augmentation de la puissance et de la résolution des microscopes au cours des
derniéres années a donc permis d’introduire cette notion de microclusters et de visualiser plus
précisément leur mouvement, proposant ainsi des schémas plus précis de distribution des

molécules a la synapse (Fooksman et al., 2010). Etant donnée la nature trés fluide des contacts
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observés in vivo, il est difficile de déterminer si I’organisation si uniforme et stationnaire des
synapses généralement décrites in vitro représente réellement la nature des synapses
immunologiques au niveau physiologique. L’apport de la microscopie bi-photonique
permettra sirement de répondre a ces questions dans un proche avenir, approfondissant ainsi
des observations déja faites, comme la distribution des molécules LAT-GFP a la membrane
plasmique ou dans des compartiments intracellulaires dans des LT CD4" activés en synapse
avec des DC dans les ganglions (Azar et al., 2010), ou la distribution des molécules TCR-GFP
dans des LT naifs (Friedman et al., 2010).

2.2.2- Synapse multifocale

L’état de maturation des DC joue également un réle dans la morphologie de la synapse
comme nous I’avons vu précédemment. En effet il a ét¢ montré que les DC immatures
formaient peu de conjugués stables avec les LT, ce qui induisait une organisation de la
synapse différente, sans recrutement du TCR et de PKCHO au centre de la synapse, et sans
exclusion de LFA-1 en périphérie (Figure 1.23), (Benvenuti et al., 2004; Blanchard et al.,
2004; Brossard et al., 2005; Revy et al.,, 2001). Contrairement aux DC matures, les DC
immatures en contact avec des LT forment des synapses dites multifocales (Brossard et al.,
2005). Ces synapses sont caractérisées par des zones multiples de ségrégation des molécules
plutdt qu'une zone unique comme dans la synapse décrite par Kupfer. La synapse multifocale
présente donc de multiples structures proches du ¢cSMAC, sans 1’exclusion des molécules

généralement retrouvées dans le pPSMAC.

2.2.3- Cytosquelette et formation de la synapse

Lors de I’interaction des LT avec les CPA, les cellules T s’arrondissent, rétractent leur
uropode et étendent un large lamellipode vers la CPA, via une polymérisation active d’actine.
Parall¢lement a cet enrichissement d’actine polymérisée, le MTOC du LT se polarise vers la
CPA, entrainant avec lui P’appareil de Golgi et toute la machinerie sécrétoire. Cette
réorientation a été observée par de nombreux groupes et reconnue comme 1’une des marques
de I’engagement productif des cellules T menant a leur activation et a leurs fonctions

effectrices (Kupfer et al., 1985; Kupfer et al., 1994).

43



2.2.3.1- Réorganisation du cytosquelette d’actine a la synapse

La réorganisation du cytosquelette d’actine a la synapse est déclenchée par la
stimulation du TCR, mais elle régule également la signalisation en aval du TCR (partie III de
cette introduction). Les cellules s’arrondissent et accumulent de 1’actine-F a ’interface entre
LT et CPA. Ces changements morphologiques sont régulés par la myosine IIA et les protéines
ERM. L’activité de la myosine IIA contrdle la rigidité membranaire et la formation/rétraction
de I'uropode (Burkhardt et al., 2008). En parall¢le, les ERM sont inactivées par la stimulation
du TCR, ce qui induit la rétractation des microvilli (Brown et al., 2003), et une dissociation du
cytosquelette d’actine de la membrane plasmique permettant une diminution de la rigidité
corticale des cellules T (Faure et al., 2004). Cette relaxation de la membrane ainsi que
I’effondrement des microvilli, permettent aux LT de s’étaler sur les CPA, augmentant ainsi la
surface de contact entre les deux cellules. Cet étalement a été largement décrit en utilisant des
surfaces recouvertes d’Ac activateurs fixés sur lames ou intégrés dans des bi-couches
lipidiques (Bunnell et al., 2001; Grakoui et al., 1999). Apres I’engagement du TCR et
I’étalement du LT sur la CPA, I’actine se polymérise activement dans la zone de contact et
s’exclue du centre de la synapse pour se concentrer au pSMAC. Les mécanismes qui régulent
cette exclusion ne sont pas clairement définis, mais I’hypothese acceptée par tous, est qu’elle

se fait par des mouvements de flux centripete aux bords de la synapse.

L’accumulation et la polymérisation des filaments d’actine dans le lamellipode
résultent du recrutement de nombreux régulateurs de ’actine, tout comme pour la formation
du lamellipode lors de la migration des cellules T présentée plus haut. L’engagement du TCR
mene a ’activation de SLP-76 et LAT, qui recrutent Vavl, qui lui-méme recrute et active
Racl et Cdc42, qui interagissent avec WAVE2 et WASp respectivement, qui recrutent et
activent le complexe Arp2/3 aboutissant a la nucléation d’actine, comme décrit dans la partie |
de cette introduction (Figure 1.24), (Burkhardt et al., 2008; Fooksman et al., 2010).
L’inhibition d’Arp2/3 dans les cellules Jurkat, induit un défaut de polymérisation d’actine a la
synapse. Les cellules forment des filopodes et non un lamellipode autour de I’APC ou sur la
lame recouverte d’Ac anti-CD3 (Gomez et al., 2007). L’implication de WASp dans la
polymérisation d’actine a la synapse n’est, elle, toujours pas clairement établie. En effet, de
nombreuses études ont rapporté des défauts d’organisation de 1’actine dans les cellules T
provenant de patients WAS (Notarangelo and Ochs, 2003), mais 1’inhibition de WASp dans
des cellules Jurkat par siRNA n’altére pas la polymérisation d’actine (Cannon and Burkhardt,

2004), et les résultats dans les cellules T provenant de souris KO ne sont pas concluant. Ces
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résultats s’expliquent probablement par la redondance avec d’autres protéines comme
WAVE2 ou N-WASp. Une étude récente du groupe de M.Dustin propose que la
polymérisation d’actine dépendante de WASp n’est pas indispensable a 1’activation des LT,
mais qu’en revanche WASp est impliqué dans la durée des contacts entre LT et CPA (Sims et

al., 2007).

La dynamine-2 serait également impliquée dans la polymérisation d’actine a la
synapse (Gomez et al., 2005), mais le mécanisme n’est pour 1’instant pas connu. Etant donné
le role de la dynamine dans les mécanismes d’endocytose, il serait intéressant d’étudier cette
protéine faisant peut-étre le lien entre régulation de 1’actine et machinerie endocytique a la

synapse.

La formation et le mouvement des microclusters dépendent de 1’actine-F (Campi et
al., 2005; Tskvitaria-Fuller et al., 2003), comme le montre le traitement des cellules T a la
latrunculine-A qui inhibe la formation et le mouvement des microclusters ainsi que la
signalisation (Campi et al., 2005; Varma et al., 2006). Mais a la différence des microclusters
de TCR qui gardent une certaine stabilité¢ indépendamment de ’actine (les microclusters pré-
formés persistent quelques minutes apres traitement a la latrunculine, (Varma et al., 2006)),
les clusters d’intégrines se désintégrent des I’ajout de la drogue (Kaizuka et al., 2007). Le flux
d’actine aux bords de la synapse permettraient donc de maintenir les molécules d’adhésion
comme LFA-1 au niveau du pSMAC et d’entrainer les clusters de TCR vers le ¢cSMAC
(Kaizuka et al., 2007). Mais il est a ce jour difficile d’expliquer comment le flux d’actine
permet a la fois de maintenir certaines protéines au niveau du pSMAC et d’en concentrer
d’autres au niveau du cSMAC. Les expériences décrites précédemment avec la latrunculine
apportent peut-étre une réponse : la stabilité des microclusters dépendrait (LFA-1) ou non

(TCR) de la polymérisation de 1’actine.

L’exclusion de CD43 au niveau du dSMAC et a I’'uropode est un processus actif qui
dépend de I’interaction de la queue cytosolique de CD43 avec les ERM (Allenspach et al.,
2001; Delon et al., 2001). L’inactivation de ces ERM, induite de facon transitoire par
déphosphorylation apres engagement du TCR, permet une plus grande mobilité des protéines
de surface (Figure 1.24), (Faure et al.,, 2004). Rapidement, ces protéines sont re-
phosphorylées et ré-interagissent avec CD43, exclu par les mouvements d’actine au niveau du

dSMAC et au pole distal.
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La co-stimulation du TCR par CD2 ou CD28 est nécessaire a I’induction de la
déphosphorylation et de 1’activation de la cofiline (Eibert et al., 2004). La cofiline activée est
recrutée en périphérie de la synapse. Elle induit la dépolymérisation de 1’actine en périphérie,
permettant la nucléation de nouveaux filaments par le complexe Arp2/3, créant ainsi une
dynamique de polymérisation d’actine a la synapse. L’activation de la cofiline par CD2 et
CD28 rend compte en partie de 1’activité co-stimulatrice de ces molécules (Huang and
Burkhardt, 2007). Le lien entre activation des LT et ce role de la cofiline dans la dynamique
de polymérisation de 1’actine est confirmé par le fait que I’inhibition de 1’interaction entre la
cofiline et I’actine lors de la stimulation des LT, bloque la formation de la synapse et la

sécrétion de cytokines (Eibert et al., 2004), (Figure 1.24).

2.2.3.2- Role de la myosine dans la formation de la synapse

Le role de la myosine IIA dans la formation de la synapse n’est a ce jour toujours pas
clairement établi. Il existe une controverse concernant les étapes que la myosine IIA
régulerait. La premiére étude cherchant a établir le role de la myosine IIA dans la formation
de la synapse, a été réalisée avec I’inhibiteur de la myosine IIA, la blebbistatine, sur des LT
murins en conjugués avec des LB. Les auteurs ont alors montré que la myosine IIA ne jouait
pas de rdle dans la formation de la synapse, résultat basé sur I’analyse de la polarisation du
MTOC, de I’actine, de CD3 et de LFA-1 (Jacobelli et al., 2004). Depuis cette étude, de
nombreuses autres utilisant des techniques d’imagerie beaucoup plus performantes, ont
montré que la myosine IIA contrdlait le flux centripéte d’actine en périphérie de la synapse et
le mouvement des microclusters (Ilani et al., 2009; Kumari et al., 2012; Yi et al., 2012; Yu et
al., 2012). D’autres études, en revanche, ont montré¢ que 1’actine-F contrdlait le mouvement
des microclusters, alors que la myosine IIA régulait la stabilité de la synapse (Babich et al.,

2012; Beemiller et al., 2012).

Dans ces différentes études, les auteurs ont utilisé des LT murins, des Jurkat ou des LT
primaires humains, traités a la blebbistatine ou transfectés avec des siRNA, en conjugués avec
des LB ou déposés sur des bi-couches lipidiques. Une revue récente a cependant tenter de
comparer tous ces différents résultats, et fait ressortir I’aspect non résolu de la controverse sur
le role de la myosine dans la formation de la synapse et le mouvement des microclusters

(Hammer and Burkhardt, 2013).
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2.2.3.3- Réorganisation du cytosquelette de microtubules

La stimulation du TCR induit également la réorganisation du cytosquelette de
microtubules, caractérisée par la polarisation du MTOC a la synapse (Geiger et al., 1982;
Kupfer et al., 1983). En réponse a une stimulation du TCR, le MTOC se polarise et se place
juste sous la membrane au centre de la synapse (Stinchcombe et al., 2006), avec les
microtubules ancrés a la membrane au niveau du pSMAC. Cette polarisation est controlée par
la signalisation en aval du TCR, cependant, une signalisation partielle par un seul ITAM
semble suffisante pour induire la polarisation du MTOC a la synapse (Lowin-Kropf et al.,
1998). La signalisation en aval du TCR qui contrdle la polarisation du MTOC, fait intervenir
pS6Lck (Lowin-Kropf et al., 1998; Tsun et al., 2011), Fyn (Ley et al., 1994), ZAP-70
(Blanchard et al., 2002), LAT et SLP-76 (Bonello et al., 2004; Kuhn and Poenie, 2002), Vav,
PKC (Nesic et al., 1998; Quann et al., 2011; Real et al., 2007) et la kinase caseine I delta
(CKI®) (Zyss et al., 2011). Les DC matures induisent plus efficacement cette polarisation que
les DC immatures (Benvenuti et al., 2004), probablement parce qu’elles induisent une

meilleure signalisation dans les LT.

La polarisation du MTOC est dépendante de la dynéine, recrutée a la synapse via son
interaction avec I’adaptateur ADAP (Combs et al., 2006) ou via DAG (Quann et al., 2009).
L’inhibition d’ADAP dans des cellules Jurkat avec des siRNA empéche le recrutement de la
dynéine a la synapse et la polarisation du MTOC (Combs et al., 2006). Ces résultats ont été
confirmés quelques années plus tard par 1’équipe de Sanchez-Madrid qui montre que le
complexe dynéine-dynactine controle la réorientation du MTOC (Martin-Cofreces et al.,
2008). L’inhibition de ce complexe induit également un défaut de formation du cluster central
de TCR. Les RhoGTPases Cdc42 et Racl seraient également impliquées dans la polarisation
du MTOC a la synapse (Stowers et al., 1995), mais nous reviendrons plus tard sur ce résultat

avec lequel nous ne sommes pas d’accord.

Les recherches menées pour comprendre le mécanisme de polarisation du MTOC a la
synapse se sont tournées vers la famille des protéines PKCs, car elles requicrent pour
certaines la présence de DAG. Or le DAG est généré par I’activation de la PLC-y apres
stimulation du TCR et est accumulé a la synapse. De plus, I’inhibition de la PLC-y bloque
complétement la polarisation du MTOC, et le blocage de 1’accumulation de DAG a la synapse
bloque également la polarisation du MTOC (Quann et al., 2009). Ces résultats suggéraient

donc un réle de DAG dans cette translocation a la synapse aprés stimulation du TCR. Le fait
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que le DAG soit impliqué dans la polarisation du MTOC mais pas la signalisation Ca®"
(Quann et al., 2009), suggere que les nPKCs sont impliquées dans la polarisation du MTOC
ala synapse, soit PKC8, PKCe, PKCn et PKCBH. Cette dernicre est la plus étudi¢e dans les LT
et localisée a la synapse (Monks et al., 1997). Son inhibition dans les LT matures entraine des
défauts de prolifération, de sécrétion de cytokines et de différenciation Ty2 (Marsland and
Kopf, 2008). Les protéines PKCe et PKCn sont également recrutées a la synapse (Quann et
al., 2011), méme si elles ne semblent pas impliquées dans I’activation des LT (Gruber et al.,
2005; Monks et al., 1997). Mais I’inhibition combinée de PKCe et PKCn par des siRNA
bloque la polarisation (Quann et al., 2011), suggérant une redondance des différentes nPKCs.
Comme nous ’avons vu dans la partie I de cette introduction, le complexe Par (Par3-Par6-
aPKC) est ¢galement recruté a la synapse, mais seulement aprés 20-30min de contact entre LT
et CPA (Bertrand et al., 2010), il apparait donc plutot jouer un role dans le maintien de la
polarit¢ du MTOC. M. Huse propose donc un modéle en deux phases: une phase de
réorientation rapide dépendante de DAG, des nPKCs, et de la dynéine, suivie d’une phase de

stabilisation dépendante du complexe Par3-Par6-aPCKs (Figure 1.25), (Huse, 2012).

2.2.3.4- Role du remodelage de I’actine dans la polarisation du MTOC

Le remodelage du cytosquelette d’actine a la synapse semble jouer un réle important
dans la polarisation du MTOC. La famille des formines, qui intervient dans le remodelage de
I’actine, a ainsi ét¢ impliquée dans ce processus de polarisation. En effet, I’inhibition de
I’expression de FMNLI et Dial par des siRNAs, bloque la réorientation du MTOC (Gomez et
al., 2007). Dans cette étude, les auteurs suggerent également un role d’IQGAP1, mais sans

fournir de données expérimentales.

L’ezrine, de la famille des ERM, qui joue un rdle dans le remodelage de I’actine
corticale a la synapse, controle aussi la polarisation du MTOC et I’intégrité du réseau de
microtubules grace a son interaction avec Dlgl (Lasserre et al., 2010). L’inhibition de
I’expression de 1’ezrine qui perturbe 1’organisation des microtubules a la synapse, inhibe la
dynamique des microclusters de SLP-76, et plus généralement I’activation T (Lasserre et al.,
2010). Nous reviendrons dans la partie III de cette introduction sur les liens qui existent entre
remodelage des cytosquelettes d’actine et de microtubules a la synapse et signalisation par le

TCR.
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La liste des molécules impliquées dans la polarisation du centrosome a la synapse est
longue. Cependant, les mécanismes (au sens mécanique) sous-jacents ne sont toujours pas
connus. L’équipe de G.M. Griftiths propose depuis longtemps que le flux centripete d’actine a
la synapse permettrait la polarisation du MTOC (Griffiths et al., 2010), mais a ce jour aucune
donnée solide n’a pu le mettre en évidence, et nos données ne vont pas dans ce sens. Un
papier récent a mis en avant 1’état de stabilité des microtubules comme un facteur important
pour la polarisation du MTOC. La formine INF2 stimulerait la formation de microtubules
stables, nécessaires a la réorientation du centrosome (Andres-Delgado et al., 2012). Cette
activité serait indépendante de celle de nucléation d’actine d’INF2, impliquerait Racl et
Cdc42, et, de fagon surprenante, serait indépendante de la signalisation en aval du TCR

(Andres-Delgado et al., 2012).

2.3- Maintien du contact

Apres la stimulation du TCR et la formation de la synapse, d’autres molécules
interviennent pour maintenir un contact étroit entre le LT et la CPA. Ces molécules

d’adhésion jouent donc un rdle primordial dans ’activation des LT.

2.3.1- Réle des intégrines
2.3.1.1- Présentation et fonctions dans les LT

Dans les LT les principales molécules d’adhésion appartiennent a la famille des
intégrines. Les intégrines composent une grande famille de récepteurs transmembranaires
impliqués dans 1’adhésion cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire. Leurs fonctions de
molécules d’adhésion et de récepteurs leur permettent de transmettre des informations sur les
propriétés chimiques et mécaniques de 1’environnement intracellulaire. Ces hétérodimeres
sont formeés par I’association d’une chaine o et d’une chaine 3. Jusqu’a présent 18 sous-unités
o et 8 sous-unités 3 ont été caractérisées, formant 24 intégrines différentes chez les vertébrés,
dont 12 exprimées par les leucocytes et les plaquettes (Zhang and Wang, 2012). Les différents
résultats utilisant des modeles humains ou murins ont montré que le défaut d’expression ou
I’activation des intégrines dans les cellules du systéme immunitaire entrainait de graves

immunodéficiences ou maladies auto-immunes. Dans les LT, les intégrines les plus étudi¢es
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sont LFA-1 (aLf2) et VLA-4 (a4p1), qui se lient, entre autres, a ICAM-1 et VCAM-1

respectivement.

Les intégrines des LT, et principalement LFA-1, interviennent dans deux processus : le
premier est I’arrét et la migration sur les cellules endothéliales exprimant le ligand, discuté
plus haut ; et le second est I’établissement et le maintien du contact avec les CPA lors de la
formation de la synapse et I’activation des LT. Nous avons vu précédemment que LFA-1 était
uniformément distribué a la surface cellulaire dans les LT au repos, et aprés stimulation du
TCR, formait un anneau au niveau du pSMAC lors de la formation de la synapse. Les cellules
T CD4" déficientes en LFA-1 présentent un défaut d’activation et produisent moins d’TFN-y
et d’IL-2 in vivo suggérant un défaut d’interaction avec les CPA (Kandula and Abraham,
2004). Et les LT CD8" des souris ICAM-1"" établissent des contacts plus courts avec les DC,

empéchant 1’établissement d’un pool mémoire (Scholer et al., 2008).

2.3.1.2- Changement de conformation

Une des particularités des intégrines est qu’elles existent a la surface cellulaire
majoritairement dans une conformation courbée ou inactive jusqu’a ce qu’elles recoivent des
signaux activateurs d’autres récepteurs (signalisation inside-out), induisant leur activation
caractérisée par un changement de conformation. Les signaux activateurs les plus étudiés dans
les leucocytes sont ceux issus des récepteurs aux chimiokines, du TCR et des ligands des
sélectines. Ces différentes signalisations agissent sur les queues cytoplasmiques des sous-
unités o et B, et induisent I’ouverture de I’intégrine au niveau extracellulaire aboutissant a la
conformation intermédiaire (Hogg et al., 2011). Le mouvement de la téte globulaire
provoqué par le décrochage du domaine BI de I’hélice a7 sur le domaine I de la sous-unité o
(al domain), permet I’ouverture complete de 1’intégrine, correspondant a la conformation de
haute affinité (Figure 1.26). Cette forme de haute affinité existe uniquement de facon
transitoire, mais la liaison de 1’intégrine en conformation active a son ligand permet de
maintenir la conformation active de I’intégrine et de déclencher une signalisation

intracellulaire (signalisation outside-in).

Les trois formes de 1’intégrine existent a 1’équilibre a la membrane. Les déséquilibres
sont causés par des changements intracellulaires relativement faibles, ou par des forces

extracellulaires : forces latérales appliquées par le flux sanguin, ou forces exercées a la
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synapse par le LT (Husson et al., 2011) ou la CPA. C’est seulement lorsque la force externe
est appliquée via la liaison a ICAM-1 immobilisé que 1’activation compléte est obtenue,
aboutissant a une interaction tres forte entre [CAM-1 et LFA-1. La disponibilité récente d’Ac
monoclonaux permettant de détecter précisément les différentes conformations de LFA-I1
humain a permis de mieux comprendre les événement moléculaires induisant les changements
de conformation de LFA-1 a la surface des LT. KIM127 est un Ac reconnaissant un €pitope
sur la sous-unité 32, caché dans la conformation courbée mais exposé dans la conformation
ouverte intermédiaire de LFA-1 (Beglova et al., 2002). La forme de haute affinit¢ de LFA-1
peut étre détectée en utilisant des Ac monoclonaux spécifiques pour les épitopes 327C et 24.
Ce dernier étant situé sur la boucle du domaine I de la sous-unité 2 (Kamata et al., 2002).
L’Ac NKIL-16 détecte un épitope de LFA-1 dépendant du Ca®" et exprimé uniquement
lorsque LFA-1 est en agrégats a la membrane (van Kooyk et al., 1991).

Les intégrines sont sensibles aux forces mécaniques extracellulaires et intracellulaires.
Lorsque les queues cytoplasmiques interagissent avec les différentes molécules de
signalisation comme Rapl, la taline, les kindlines, la vinculine ou I’actine, des tensions ou des
forces internes sont générées (del Rio et al., 2009). Nous reviendrons dans la partie III de cette
introduction sur les signalisations outside-in et inside-out induites par la liaison de LFA-1 a
ICAM-1 et I’engagement du TCR, respectivement ; mais le changement de conformation de
LFA-1 est une étape essentielle au maintien du contact entre LT et APC via une interaction
tres forte entre LFA-1 et ICAM-1, et est dépendante de protéines liées au cytosquelette
comme la petite GTPase Rapl (Katagiri et al., 2000), Racl ou PKC.

2.3.1.3- Augmentation de [’avidité

Un autre aspect important de 1’activation de LFA-1 est ’augmentation de son avidité
résultant de son agrégation a la surface cellulaire. Le cytosquelette d’actine est impliqué dans
cette régulation dynamique, induisant le remodelage de la membrane nécessaire au
regroupement des molécules LFA-1 (van Kooyk and Figdor, 2000). Les intégrines
interagissent avec le cytosquelette d’actine par 1’association de leur domaine cytoplasmique
avec des protéines de liaison a l’actine comme I’a-actinine, la taline, la vinculine et la
filamine. Des agents comme la cytochalasine-D empéchent 1’agrégation des intégrines et
I’adhésion (Yauch et al., 1997). Ces données suggerent que LFA-1 est lié au cytosquelette

dans son état inactif, et que la levée de ces contraintes permet son agrégation et son activité.
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Ceci est confirmé par le fait que I’expression d’un LFA-1 avec un domaine cytoplasmique
muté entraine de grands agrégats et une forte adhésion, indiquant que lorsque LFA-1 n’est pas
attaché au cytosquelette, il est activé par défaut méme en absence de signaux intracellulaires
(van Kooyk et al., 1999). La redistribution de LFA-1 en agrégats augmente sa capacité a lier
ICAM-1. Mais des données plus récentes, utilisant de 1’imagerie en haute-résolution,
suggerent que les intégrines sont pré-agrégées par 1’actine-F dans le lamellipode avant la
liaison du ligand (Choi et al., 2008). Ceci permettrait une interaction efficace avec ICAM-1,

avant une étape d’agrégation supplémentaire induite par la signalisation inside-out.

Le recrutement de LFA-1 en microclusters au niveau du pSMAC serait dépendant de
I’activité de la taline et de son relargage du cytosquelette d’actine, mais serait é¢galement
régulé par des contractions dépendantes de la myosine IIA et de protéines sensibles aux forces
mécaniques auxquelles les cellules sont soumises comme CasL (Kumari et al., 2012), et
p130Cas. La encore ces résultats sont a confirmer puisque le role de la myosine IIA dans la
formation de la synapse est toujours controversé. Mais le role de CasL semble
particuliérement intéressant a étudier, car la phosphorylation de CasL est induite par la liaison
de l'intégrine a4P7 a son ligand (Murata et al., 2002), et permet 1’interaction de CasL a
I’adaptateur CrkL (Figure 1.27), qui lui-méme s’associe a C3G, une GEF de Rap1 (Hogg et
al., 2003; Zhang et al., 2003). Il existe donc un lien entre CasL et Rap1, ainsi qu’entre CasL et
la myosine ITA (Yu et al., 2012). On peut également noter que p130Cas, homologue de CasL
semble jouer un réle dans la détection des forces mécaniques auxquelles les cellules sont

soumises (Sawada et al., 20006).

2.3.2- La molécule CD2

CD2 est une glyco-protéine membranaire interagissant avec CDS58 et CD48 chez
I’Homme et la souris, respectivement. Cette molécule d’adhésion facilite I’adhérence entre LT
et CPA (Dustin et al., 1987), et permet un rapprochement des complexes TCR-CMH-peptide
car elle est également localisée au niveau du cSMAC et la liaison de cette petite protéine a son
ligand permet de placer le LT et la CPA a une faible distance, favorisant les contacts de
faibles affinités entre les TCR et les molécules du CMH (Dustin et al., 1997; van der Merwe
et al., 1995). L’engagement de CD2 permet son recrutement a la synapse et la formation de
celle-ci, comme le montre le blocage de I’interaction entre CD2 et CD58 (Zaru et al., 2002).

CD?2 fonctionne comme une molécule co-stimulatrice en abaissant le seuil d’activation des LT
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(Bachmann et al., 1999). L’engagement de CD2 induit la phosphorylation de PLC-y1 via la
kinase Fyn (Carmo et al., 1993; Espagnolle et al., 2007), ainsi que le recrutement de
I’adaptateur CD2AP (CD2-associated protein), (Dustin et al., 1998), qui participe a la
polarisation du MTOC dans les Jurkat (Dustin et al., 1998). CD2AP peut également, via des
partenaires (CIN85, CPAZ), se lier aux filaments d’actine (Hutchings et al., 2003).

CD2 est donc une molécule d’adhésion et de signalisation qui interagit avec le
cytosquelette d’actine, permet la polarisation du MTOC et le maintien du contact entre LT et

CPA apres la mise en place de la synapse.

2.4- Synapses vs kinapses

Nous avons vu jusqu’a présent que les LT naifs scannaient les CPA a la recherche du
complexe CMH-peptide agoniste, puis établissaient des interactions longues menant a la
formation de la synapse et a I’activation du LT. Les interactions courtes établies lors du
scanning des APC par les LT ont été appelées kinapses par M. Dustin (Dustin, 2007). Ce
terme définit la jonction établie entre une CPA et un LT en mouvement, permettant
I’intégration de signaux pendant la migration du LT. Le LT formant une kinapse présente un
lamellipode au front de migration, dans lequel peuvent se former des microclusters de TCR,
entremélés avec des clusters d’intégrines ; et un uropode contenant la majorité des molécules
de TCR ainsi que des structures d’adhésion. L’uropode contient également le MTOC,
I’appareil de Golgi et la machinerie d’exocytose et de recyclage, tout comme dans une cellule
migratoire. Cette ségrégation serait la principale distinction entre synapse et kinapse (Figure
1.28). Synapses comme kinapses sont des vecteurs de communication entre LT et CPA, mais
contrairement aux synapses, les kinapses ne présentent pas de polarité avec cette symétrie
particuliere aux synapses, ni de stabilité ou de caractéristiques de sécrétion directionnelle

(Dustin, 2008).

Méme si la majorité des molécules de TCR est ségrégée dans 1’uropode, les
microclusters de TCR au niveau du front de migration sont capables d’induire une
signalisation (Mempel et al., 2004), et d’étre internalisés (Friedman et al., 2010). Il a été
proposé que ces signaux accumulés au cours des kinapses successives permettraient aux LT
de réprimer progressivement 1’expression de CCR7 et ainsi de réduire la réponse des LT aux

chimiokines, permettant le ralentissement des LT (Dustin, 2008). Les LT naifs scanneraient
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donc les CPA, formant des kinapses qui leur permettraient de se pré-activer avant de ralentir
leur migration et de s’arréter pour former une synapse stable nécessaire a I’activation
complete des cellules T. Mais ce dernier point n’est pas encore clairement établi : les LT ont-
ils besoin d’établir des contacts longs ou la succession de kinapses est-elle suffisante pour
I’activation des LT ? Il semblerait que I’état d’activation des LT, la nature des APC et
I’intensité¢ du signal TCR (affinit¢é des complexes CMHp) détermineraient la nature de
I’interaction entre LT et CPA. Les LT naifs auraient besoin d’établir des synapses stables
apres le scanning des CPA pour aboutir a leur activation, alors que les LT activés formeraient
des kinapses avec les DC et des synapses avec les LB (Azar et al., 2010). De la méme facon,
I’affinité du TCR pour les complexes CMHp a été impliquée dans la nature des interactions
LT-CPA : les synapses seraient formées uniquement avec un signal TCR fort, alors que les
kinapses seraient formées apres stimulation faible ou forte du TCR (Moreau et al., 2012;
Skokos et al., 2007).

Cette balance entre synapse et kinapse a également été proposée pour les cellules NK,
selon le type de signaux dominants. L’activation des cellules NK est régulée par une balance
entre les signaux inhibiteurs et activateurs, donnés par I’interaction des récepteurs (activateurs
et inhibiteurs) a leurs ligands. Tout comme pour les LT, dans les cellules NK, la liaison de
LFA-1 seul induit un étalement cellulaire asymétrique et une migration, alors que la liaison du
récepteur activateur NKG2D et LFA-1 induit un étalement symétrique, la formation d’un
anneau d’actine et la polarisation vers la cellule cible. La liaison concomitante de récepteurs
inhibiteurs induit un retour a la morphologie asymétrique migratoire des cellules NK,
correspondant a des kinapses. Ces données montrent que les cellules NK s’étalent et forment
des synapses si les signaux activateurs dominent, alors qu’elles forment des kinapses

migratoires si les signaux inhibiteurs dominent (Culley et al., 2009).

Les molécules de co-stimulation sont connues pour réguler la formation et la stabilité
de la synapse. Les clusters de CD28 lient fortement PKCO, qui convertit les synapses en
kinapses en rompant la symétrie de la synapse, induisant a nouveau la mobilité des cellules T
(Sims et al., 2007). A I'inverse WASp permettrait de restaurer la symétrie et de convertir les
kinapses en synapses (Sims et al., 2007), (Figure 1.29). Ces résultats mettent en évidence le
role du cytosquelette et de ces protéines associées dans la dynamique des LT et la formation

de structures permettant I’activation des LT.
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3. Cytosquelette et signalisation

La reconnaissance par le TCR de complexes CMH-peptide agoniste induit une cascade
de signalisation en aval du TCR aboutissant a la transcription de genes régulant les réponses T
CD4 (prolifération, différentiation, sécrétion de cytokines...). Les cascades de signalisation et
les différents acteurs ont été décrits de maniere extensive, mais la vision statique et linéaire de
la signalisation par le TCR, telle qu’elle est présentée dans les livres de biologie est
aujourd’hui obsoléte (Figure 1.30). On sait maintenant que la régulation de cette signalisation
se fait en grande partie au niveau spatial et temporel, avec le recrutement des protéines de
signalisation dans certaines zones permettant la transmission du signal entre les différents

acteurs de cette signalisation.

Dans cette partie, nous nous attacherons a décrire les liens qui existent entre
cytosquelette et signalisation, sans présenter de maniere exhaustive les différentes molécules

de signalisation.

3.1- Les microclusters de signalisation TCR

3.1.1- Les microclusters de TCR

3.1.1.1- Présentation

Le TCR, hétérodimere composé des deux chaines a et B, ne posséde pas d’activité
enzymatique et est donc incapable de transmettre un signal. C’est ’association des chaines a
et B avec les molécules du complexe CD3 qui permet d’induire une signalisation en aval du
TCR. Le complexe CD3 est composé de six chaines polypeptidiques invariantes assemblées
en deux hétérodimeres CD3 de et CD3 ye, et un homodimére CD3 £C (ou rarement un
hétérodimeére CD3 (n, résultant d’un épissage alternatif). Les queues cytoplasmiques des
chaines du complexe CD3 contiennent des motifs [ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif: YxxL(X)ssYxxL), qui interagissent avec des tyrosines kinases et ainsi
permettent la transduction du signal (Samelson et al., 1985). Dans le CD3, les chaines y, d et €

contiennent chacune un seul motif ITAM alors que la chaine C (et 1) en contient trois.

Comme nous I’avons vu dans la partie II de cette introduction, I'utilisation de
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techniques de microscopie de haute résolution avec des LT déposés sur des bi-couches
lipidiques contenant des complexes CMHp et des molécules ICAM-1, a permis de montrer
que les complexes TCR s’accumulent pour former les microclusters immédiatement apres
I’attachement des LT a la membrane, précédent ainsi la formation de la synapse (Campi et al.,
2005; Yokosuka et al., 2005). Les microclusters de TCR sont formés initialement au site de
contact entre le LT et la bi-couche lipidique mimant I’APC, puis sur toute la surface lorsque
les LT s’étalent sur la membrane. Quand I’étalement maximum est atteint, les LT
commencent a se contracter et les microclusters de TCR migrent vers le centre de la zone de
contact et fusionnent pour former le cSMAC. En fin de migration, les clusters de TCR sont
internalisés au niveau du cSMAC (Figure 1.31). Aprés I’engagement initial du TCR par les
complexes CMHp, les microclusters de TCR sont générés en continu en périphérie de la zone
de contact, dans les structures de type lamellipode riches en actine polymérisée. On pense
maintenant que les microclusters de TCR sont les unités responsables de 1’induction des
signaux d’activation des LT car chaque microcluster de TCR est marqué avec des Ac anti-

phospho-tyrosine et anti- phospho-ZAP70 (Bunnell et al., 2002).

3.1.1.2- Formation des microclusters de TCR

A I’heure actuelle, on ne sait pas réellement comment sont formés les microclusters de
TCR au niveau de la synapse. Est-ce par agrégation de molécules a la membrane ? Dans des
sous-domaines lipidiques particuliers de la membrane ? Par recrutement de vésicules
intracytosoliques a la membrane ? Ou par recyclage de vésicules d’endocytose ?
L’assemblage des TCRs en microclusters a tout d’abord été décrit grace a la microscopie
confocale avec des LT en conjugués avec des CPA ou déposés sur des bi-couches lipidiques
(Bunnell et al., 2002; Grakoui et al., 1999). Ces méthodes ont permis d’observer que la
signalisation était organisée au niveau spatial a la synapse, mais ne permettaient pas de décrire
au niveau moléculaire ou nanométrique les structures. L’utilisation ultérieure de microscopie
de haute résolution (TIRF, PALM...) a permis de visualiser plus précisément ces structures
(Figure 1.32). L équipe de B. Alarcon a montré que les molécules de TCR étaient organisées
en oligomeres préexistants dans les LT au repos (Schamel et al., 2005). Ces oligomeres
contiennent entre 2 et 20 TCR, pouvant étre détectés par microscopie €lectronique, PALM ou
STORM. Ces petites structures d’oligomeres ont été appelés nanoclusters (Schamel et al.,

2006). Cette organisation des TCRs en nanoclusters suggere que la signalisation peut étre
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initiée a partir de ces structures par des mécanismes n’impliquant pas nécessairement une
agrégation plus importante des TCRs (Alarcon et al., 2011). Cette organisation remet
¢galement en cause [’hypothése d’engagement de molécules uniques de TCR par des

complexes CMHp, induisant leur oligomérisation.

Un second mécanisme permettant de générer des conditions favorables a I’agrégation
des TCR en microclusters est la levée des contraintes physiques. Apres liaison du TCR au
CMHp, les queues cytoplasmiques du TCR changeraient de conformation permettant leur
dissociation de la membrane plasmique (Gil et al., 2002). Une autre hypothese de formation
des microclusters a la périphérie de la synapse serait le recrutement de vésicules contenant les
molécules de TCR a la membrane plasmique, comme pour les vésicules contenant
I’adaptateur LAT. Mais pour I’instant aucunes données solides ne viennent conforter ce

modeéle.

Les molécules de co-stimulation CD28 et CD2 sont également agrégées dans les
microclusters de TCR apres liaison a leurs ligands, et participent probablement aux
mouvements des microclusters par le recrutement de protéines régulant la dynamique de
I’actine (Vav, cofiline), (Beemiller and Krummel, 2010). Nous reviendrons plus bas sur la

régulation des mouvements des microclusters par cette dynamique d’actine.

3.1.2 — Les voies de signalisation

La signalisation par le TCR requiére un recrutement dynamique de complexes
macromoléculaires de nombreux acteurs. La premiere étape de transduction du signal, trés
rapide, est le recrutement et I’activation des kinases qui vont phosphoryler les chaines du
complexe CD3 et recruter les molécules adaptatrices. Ce recrutement génére des complexes
de signalisation formant des microclusters dynamiques. Bien qu’il ne soit toujours pas établi
que les premiers signaux en aval du TCR ont lieu dans les microclusters, leur apparition

correle avec une signalisation débutée dans les secondes suivant I’engagement du TCR.

Ces microclusters de signalisation sont composés de molécules de TCR associées a
différents effecteurs dont ZAP-70, LAT, SLP-76 et PLC-y. Tout comme pour les
microclusters de TCR, ces clusters de signalisation sont générés en périphérie de la synapse,
ou est initiée la signalisation, puis migrent vers le cSMAC, ou la signalisation s’arréte. Mais

tous les microclusters de signalisation formés au niveau du pPSMAC, ne suivent pas le méme
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mouvement, et certaines molécules de signalisation se séparent du TCR au cours de la
migration centripete. Ainsi, lorsque les ligands du TCR sont fixes, comme des Ac anti-CD3
sur des lamelles, les microclusters de TCR et ZAP-70 restent immobiles, alors que les
microclusters de SLP-76 migrent vers le centre de la synapse et disparaissent avant
d’atteindre le ¢cSMAC (Bunnell et al.,, 2006). Dans des LT déposés sur des bi-couches
lipidiques, les microclusters de TCR migrent vers et se concentrent pour former le cSSMAC, et
les microclusters de ZAP-70 et SLP-76 disparaissent au cours de la migration vers le cSSMAC

(Figure 1.33), (Yokosuka et al., 2005).

3.1.2.1- Recrutement des premieres kinases

L’engagement du TCR induit le recrutement de la kinase Lck, qui phosphoryle les
ITAMs des chaines du complexe CD3, entrainant le recrutement de ZAP-70 (Figure 1.34).

Lck est ancrée a la membrane et interagit avec CD4 ou CDS8, permettant ainsi le
rapprochement spatial de Lck et du TCR-CD3 et la phosphorylation des ITAMs. Son activité
est régulée, entre autre, par la déphosphorylation d’un résidu tyrosine par la phosphatase
CD45 suite a I’activation du LT (Hermiston et al., 2003). Ceci suggere donc que CD45 doit
étre a proximité de Lck pour ’activer. Effectivement des analyses de la localisation de CD45
a I’interface entre LT et CPA montrent que CD45 co-localise avec Lck au niveau du cSMACs
dans les premicres minutes apres stimulation du TCR. CD45 se dissocie ensuite de Lck au
cours de la maturation de la synapse (Freiberg et al., 2002), et est exclu du centre de la
synapse vers le dSMAC par des mécanismes dépendants de la dynamique de 1’actine

(Hermiston et al., 2003).

Les deux kinases, Lck et ZAP-70, jouent un réle dans le remodelage du cytosquelette.
Dans les LT CDS8", I’absence de Lck induit un défaut d’ancrage du MTOC 4 la synapse
associ¢ a un défaut de recrutement des granules cytotoxiques a la synapse (Tsun et al., 2011).
L’absence de ZAP-70 dans les cellules Jurkat entraine un défaut de phosphorylation de LAT
et SLP-76, de mobilisation calcique, d’activation de la voie des MAPK, de production d’IL-2
(Williams et al., 1998), ainsi qu’un défaut de polarisation du MTOC et de recrutement de
LAT et PKCBH a la synapse (Blanchard et al., 2002).

Les microclusters de ZAP-70 sont décrits comme identiques a ceux des clusters de

TCR. Ils sont générés en périphérie de la synapse par le recrutement de ZAP-70 par Lck au
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niveau des chaines CD3C. Ces clusters contiennent également 1’adaptateur SLP-76. Les
microclusters de ZAP-70 semblent migrer par la suite vers le cSMAC mais disparaissent au
cours de la migration, avant d’atteindre le centre de la synapse (Yokosuka et al., 2005). Les
événements de dissociation des molécules de signalisation des microclusters de TCR ne sont

toujours pas connus.

3.1.2.2- Recrutement des molécules adaptatrices

Les molécules adaptatrices font le lien entre les premicres kinases recrutées au
complexe TCR-CD3 et les voies de signalisation qui aboutissent a I’activation des facteurs de
transcription AP-1, NFAT et NF-xB, menant aux réponses cellulaires des LT (activation,
différenciation, anergie ou apoptose). Ainsi, ZAP-70 permet le recrutement et 1’activation par
phosphorylation de LAT et SLP-76 (Bubeck Wardenburg et al., 1996; Zhang et al., 1998).
Ces deux protéines adaptatrices forment des plateformes de signalisation en recrutant de
nombreux partenaires de signalisation (PLC-y, Grb2, PI3K) et de régulation du cytosquelette
d’actine (Vav, PAK), régulant ainsi au niveau spatial la signalisation en aval du TCR (Figure
1.35). Le complexe SLP-76/Vav/Nck intervient dans la réorganisation du cytosquelette en
recrutant et activant les GTPases Racl et Cdc42 qui activent respectivement WAVE2 et
WASp, induisant ainsi la polymérisation d’actine par le complexe Arp2/3. Vavl recrute
¢galement la dynamine-2 a la synapse, ou cette protéine régule la réorganisation de I’actine
(Gomez et al., 2005). Ces plateformes de signalisation formées par régulation de la
localisation des protéines et aboutissant a la transduction du signal ont été appelés
signalosomes. Ainsi on parle de signalosome LAT pour décrire la plateforme de signalisation
crée par le recrutement de multiples molécules de signalisation au niveau de I’adaptateur LAT

(Roncagalli et al., 2010).

Les microclusters de SLP-76 sont générés en périphérie de la zone de contact au
niveau des clusters de TCR et de ZAP-70. Tout comme ZAP-70, ces clusters disparaissent
lors de la migration vers le cSMAC (Bunnell et al., 2002). Plus récemment, le groupe de L.
Samelson a décrit une organisation nanométrique des microclusters (Sherman et al., 2011) :
ainsi dans les LT au repos et activés, LAT réside tout d’abord dans des nanoclusters (de
I’ordre du dimeére). Apres stimulation du TCR, LAT et TCRC sont observés dans des clusters
partiellement co-localisés. On trouve également Grb2 dans les clusters de LAT de toutes les

tailles, alors que la PLC-y est plutot localisée dans les clusters isolés de LAT, et SLP-76 est

59



localisé en périphérie de ces clusters de LAT (Sherman et al., 2011).

Une des particularités de LAT, molécule transmembranaire, est qu’elle est présente
dans les cellules T au niveau de la membrane plasmique et au niveau d’un pool intracellulaire
marqué avec la transferrine et contenant également la chaine  associée au TCR (Bonello et
al., 2004). Initialement, il avait ét¢ montré que le pool de LAT a la membrane plasmique, était
recruté¢ a la synapse en quelques secondes aprés stimulation du TCR, alors que le pool
intracellulaire était recruté apres quelques minutes (Bonello et al., 2004). Puis, en utilisant des
techniques de microscopie a haute résolution, il a ét¢ montré que les clusters de LAT de la
membrane plasmique ne participaient pas a la signalisation aprés engagement du TCR, mais
que les molécules de LAT phosphorylées par ZAP-70 provenaient du pool vésiculaire sub-
synaptique (Williamson et al., 2011). Notre équipe a récemment montré que le recrutement du
pool vésiculaire de LAT, sa phosphorylation et la formation du signalosome LAT, dépendent
de VAMP7 (Larghi et al, 2013 sous presse, article en annexe 6). Ainsi, il semble que des
mécanismes de transport, d’ancrage et de fusion de compartiments intracellulaires régulent la

signalisation par le TCR.

3.1.2.3- Activation des MAPK-Erk

La voie des MAPK (mitogen asctivated protein kinases) permet de réguler la
transcription de geénes et donc la réponse cellulaire apres un stimulus. Chez les mammiferes, il
existe trois groupes de MAPK : Erkl et Erk2 (extracellular regulated protein), p38 (p38 o/, v
et 8), et INK1/2/3 (c-Jun N-ter kinase). La voie des MAPK consiste en une cascade de
phosphorylations : les MAPK sont phosphorylées par les MAPKK phosphorylées elles-
mémes par des MAPKKK, aboutissant a la translocation nucléaire de facteurs de
transcription. La stimulation du TCR entraine le recrutement de Grb2 et Sos a la membrane
plasmique, et Sos permet alors I’activation de la GTPase Ras qui active Raf-1 (MAPKKK).
Raf-1 phosphoryle ensuite Mek (MAPKK) qui phosphoryle a son tour Erk1/2 (MAPK), qui
sont alors transportées dans le noyau ou elles phosphorylent et activent des facteurs de
transcription. L’expression et 1’activité de Erk1/2 semble nécessaire a 1’activation du facteur

de transcription GATA-3 et a la différenciation Th2 (Yamashita et al., 2005).

Il n’a, a ce jour, pas été décrit si les MAPK sont ségrégées en microclusters, mais
9 b 9

Erk1/2 sont recrutées a la synapse dans les cellules NK (Giurisato et al., 2009) et les CTL
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(Yachi et al., 2006). Certaines études proposent maintenant que Erk1/2 soient impliquées dans
la polarisation du MTOC (Chen et al., 2006; Filbert et al., 2012). Certaines protéines de
régulation du cytosquelette d’actine pourraient étre impliquées dans la voie Erk1/2. En effet,
IQGAPI lie directement Erk1/2, comme nous 1’avons vu dans la partie I de cette introduction,
et jouerait donc un role dans la cascade de signalisation des MAPK (Roy et al., 2004),
probablement en régulant I’activation de Erk1/2 au niveau spatial. La régulation spatiale de la
voie des MAPK se fait également par la localisation cellulaire de Ras au niveau du Golgi ou
de la membrane plasmique, qui initie la cascade de phosphorylations (Prior and Hancock,
2012), avec par la suite la translocation de H-Ras a la synapse dans les cellules NK (Rechavi

et al., 2007).

3.1.2.4- PLC-yl et Ca”*

La phospholipase C-y (PLC-y) est un des membres de la famille des PLCs spécifiques
des phosphoinotitides qui convertit le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en 1,2-
diacylglycerol (DAG) et inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Ces seconds messagers sont
impliqués dans 1’activation de différentes voies de signalisation : la voie des MAPK, la voie
calcique et la voie PKC. La PLC-yl est I’isoforme prédominante dans les LT. Les souris
déficientes pour cette protéine ne sont pas viables, et meurent au jour 8,5 du développement
embryonnaire (Ji et al., 1997). PLC-y1 est recruté a la membrane par SLP-76/Grads au niveau
des clusters de TCR-LAT. Ce recrutement est important pour son activation, car 1’inhibition
de ’interaction entre SLP-76 et PLC-yl diminue I’activation de NFAT et de la voie MAPK-
Erk1/2 (Yablonski et al., 2001). Une fois encore, les mécanismes de recrutement de la PLC-y

ne sont pas connus.

L’IP3 produit par la PLC-y1, en se fixant sur ses récepteurs au niveau du réticulum
endoplasmique (RE), induit la libération du Ca*" contenu dans le réticulum vers le cytosol.
Cette augmentation de la concentration en Ca*" intracellulaire permet I’ouverture des canaux
calciques CRAC (Ca®"-release-activated Ca®" channels) exprimés a la membrane plasmique,
et I’entrée massive de Ca® extracellulaire vers le cytoplasme, permettant d’activer des
enzymes dépendantes du Ca®" comme la calcineurine, qui déphosphoryle NFAT dans le
cytosol, induisant sa translocation dans le noyau (Figure 1.36), (Feske et al., 2012;

Randriamampita and Trautmann, 2004). De maniére générale, 75% des geénes régulés lors de
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I’activation des LT sont dépendants du flux calcique et des canaux CRAC (Feske et al., 2001).

3.1.2.5- Voie calcique et cytosquelette

La plupart des études menées sur la voie calcique a été réalisée avec des stimuli non
physiologiques induisant la déplétion des stocks de Ca®’ et I’activation d’ORAII/CRAC,
comme la thapsigargine, la ionomycine ou ’EGTA ; et des Ac permettant la stimulation du
TCR. Ces modeles ont permis une étude quantitative des propriétés des canaux, mais ont
négligé un point trés important: les LT sont polarisés au cours de I’activation. La
réorganisation des récepteurs et des molécules de signalisation, induite par la polarisation des
LT lors de la mise en place de la synapse, affecte le dialogue entre les molécules et les
organelles impliqués dans les signaux calciques et 1’activation des LT. L’inhibition de
I’expression de nombreuses protéines régulatrices de 1’actine dans les LT induit généralement
un défaut de mobilisation de Ca®*, comme pour Vav, WASp ou WAVE2 (Fischer et al., 1998;
Nolz et al., 2006; Zhang et al., 1999)., tout comme [’utilisation de drogues inhibant la
polymérisation de 1’actine. Mais dans toutes ces études, il est difficile de distinguer les effets
de Dactine sur le Ca®" lui-méme ou sur les événements en amont, car 1’altération du
cytosquelette d’actine perturbe la formation de la synapse, le mouvement des microclusters...

Donc reli¢ directement la signalisation calcique au cytosquelette d’actine sera difficile.

Les microtubules pourraient eux aussi jouer un réle important dans la signalisation
calcique. En effet, ils jouent un role dans le mouvement des organelles au cours de
I’activation T, ils permettent donc la polarisation du réticulum a la synapse, nécessaire a
I’interaction de STIM1 (sur le RE) avec ORAIl (sur la membrane plasmique) et ainsi
I’ouverture des canaux CRAC. De plus, il a été montré que STIM1 se liait a la protéine de
liaison aux microtubules EBI1, facilitant ainsi la polarisation du réticulum a la synapse

(Grigoriev et al., 2008).

L’induction de signaux calciques permet également de stabiliser la synapse en régulant
la mobilit¢ des cellules. Des études utilisant I’imagerie bi-photonique dans des tissus
lymphatiques ont montré que 1’augmentation de Ca®" favorisait la stabilité de la synapse en
arrétant les cellules T sur les CPA (Wei et al., 2003), méme si, la encore, il est difficile de
faire la distinction entre le Ca*" en lui-méme ou I’activation des PKCs et la signalisation des

intégrines. Néanmoins la diminution artificielle du flux calcique in vitro entraine une
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inhibition de I’immobilisation des cellules, appuyant donc le réle de la signalisation calcique
dans la mobilit¢ des LT et le maintien des contacts LT-CPA (Donnadieu et al., 1994;
Negulescu et al., 1996).

3.1.3- Modulation du signal

3.1.3.1- La zone du cSMAC

Le cSMAC, initialement décrit comme une zone permettant de concentrer les
molécules facilitant ainsi la signalisation en aval du TCR, a par la suite été présenté comme
un site ou s’arréte la signalisation par I’internalisation des complexes de signalisation du
TCR. Le role du cSMAC dans la régulation négative de la signalisation a été démontré par des
¢tudes dans lesquelles la signalisation est augmentée lorsque la formation du ¢cSMAC est
bloquée, et bloquée lorsque la formation du cSMAC est induite (Lee et al., 2003; Mossman et
al., 2005). Une étude combinant des analyses et des modeles mathématiques a montré que la
synapse permettait probablement 1’augmentation et la diminution de la signalisation TCR et
que des parametres comme la demi-vie du complexe CMH-peptide intervenaient dans la

balance entre ces deux fonctionnalités du cSMAC (Cemerski et al., 2007).

Les microclusters de signalisation du TCR migrent donc vers le cSMAC, mais toutes
les protéines associ€ées ne suivent pas ce mouvement. Nous avons vu précédemment que
lorsque les cellules T sont déposées sur des bi-couches lipidiques contenant ICAM-1 et
CMHp, SLP-76 et ZAP-70 se séparent du TCR au cours de la migration des microclusters
vers le cSMAC (Yokosuka et al., 2005), mais le mécanisme et le lieu de séparation des
molécules de signalisation du TCR ne sont donc pas encore clairement établis (Lasserre and
Alcover, 2010). La zone de cSMAC apparait finalement comme la zone ou se termine la

signalisation débutée au niveau du pSMAC.

3.1.3.2- Meécanismes de modulation de [’expression du TCR

Avant la rencontre de I’Ag, les TCRs sont continuellement internalisés et ré-exprimés
a la surface cellulaire. Aprés engagement par des complexes CMHp agonistes, les
microclusters de TCR sont mobiles a la synapse, mais I’expression du TCR a la surface du LT

est également régulée négativement (Valitutti et al., 1995). Cette régulation semble étre due a
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la combinaison d’une augmentation de l’internalisation du récepteur, une diminution du
recyclage et une augmentation de la dégradation. Dans les LT stimulés ou non, le TCR est
internalisé dans des vésicules recouvertes de clathrine via un motif endocytique dileucine
présent sur la sous-unité CD3y. Ce motif consiste en une séquence DxxxLL liant la protéine
adaptatrice AP-2 a la membrane plasmique, qui lie ensuite le TCR a la machinerie
d’internalisation dépendante de la clathrine (Balagopalan et al., 2009). Au moins deux voies
existent pour la régulation de I’expression du TCR aprés stimulation : une voie induisant le
recyclage du TCR, dépendante de 1’activation via PKC, et une voie dépendante de 1’activité
de Lck (Lauritsen et al., 1998). Un des mécanismes de régulation par Lck implique
I’ubiquitinylation des chaines CD3( par 1’'ubiquitine ligase c-Cbl via CD2-AP, et entraine la
dégradation du TCR (Lee et al., 2003). L’activité de Lck induit également la phosphorylation
de la chaine lourde de la clathrine, un événement corrélé avec I’internalisation du TCR. Le
recyclage du TCR permet son accumulation a la synapse, et se fait par des mécanismes de
fusion des membranes via les protéines SNARE (Das et al., 2004). L’internalisation et la
dégradation du TCR pourraient atténuer la signalisation et/ou assurer un pool intracellulaire
de TCR pouvant étre recruté a la synapse lors de la rencontre avec la CPA. En effet, dans les
souris déficientes en Cbl ou CD2-AP, les LT présentent une augmentation de 1’expression du
TCR a la surface cellulaire et les réponses biologiques sont augmentées en réponse a une
stimulation antigénique (Lee et al., 2003; Rao et al., 2002).

WASp semble également impliquée dans 1’internalisation du TCR, comme le montrent
les LT déficients pour WASp qui présentent un défaut d’endocytose du TCR apres liaison aux
complexes CMHp (Zhang et al., 1999). Apres ’activation du TCR, la protéine adaptatrice
intersectine-2 lie WASp et Cdc42, induisant ainsi 1’activation de WASp et sa translocation
aux vésicules d’endocytose (McGavin et al., 2001). Ces résultats suggeérent un lien entre le

cytosquelette d’actine et la régulation de I’endocytose du TCR.

Le role de ZAP-70 dans I’internalisation et la dégradation des complexes TCR-CD3 a
également été décrit, impliquant ZAP-70 dans la régulation négative des réponses T (Dumont
et al., 2002). Un mécanisme similaire a été décrit dans les LT CD8" en contact avec une CPA,
dans lesquelles la mutation d’une tyrosine dans le site de liaison de Cbl a ZAP-70 bloque

I’internalisation du TCR (Davanture et al., 2005).
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3. 2- Role de ’actine dans la dynamique des microclusters

Le role de I’actine dans la dynamique des microclusters permettant la formation ou la
dissociation des signalosomes est crucial. En effet, de nombreux facteurs de signalisation du
TCR portent des sites de liaison a I’actine elle-méme ou a des protéines de liaison a I’actine.
A travers ces facteurs associés a I’actine, I’engagement du TCR par un peptide agoniste
permet 1’assemblage rapide de plateformes de signalisation. L’ importance du cytosquelette
d’actine dans ce mécanisme a été principalement mise en évidence par les expériences
d’inhibition de la formation et du mouvement des microclusters de signalisation par des
toxines dépolymérisant I’actine comme la latrunculine-A ou la cytochalasine-D, aboutissant a
un défaut d’activation des LT (Campi et al., 2005; Varma et al., 2006). De la méme facon, les
mouvements d’actine a la synapse permettent la formation des SMACs, nécessaires par
exemple a DI’exclusion de la phosphatase CD45, apreés la déphosphorylation permettant
d’activer Lck (Freiberg et al., 2002). La encore on voit que la régulation spatiale des acteurs
de la signalisation est importante, car laisser une phosphatase au site d’action des kinases

bloquerait le déclenchement des voies de signalisation.

Pour des raisons techniques, 1’étude de la dynamique de la signalisation TCR est plus
facile sur des surfaces stimulatrices, comme des lames recouvertes d’Ac anti-CD3 ou des bi-
couches lipidiques contenant ICAM-1 et des complexes CMHp. Avec ces outils, il a pu étre
observé que lorsque les LT contactent ces surfaces, les microclusters bougent trés rapidement.
Ainsi en quelques secondes des effecteurs comme Lck, ZAP-70, LAT et SLP-76, sont
recrutés au TCR (Bunnell et al., 2002; Ehrlich et al., 2002). Les facteurs de remodelage du
cytosquelette comme Vavl, WASp, Cdc42 et Rac, sont recrutés avec la méme cinétique
(Barda-Saad et al., 2005), ce qui permet une régulation locale du remodelage de 1’actine au
niveau des microclusters de signalisation. Le cytosquelette d’actine permet donc la mise en

place rapide d’une plateforme de signalisation entre différents récepteurs et protéines.

Les signalosomes formés en aval des microclusters de TCR, contenant ZAP-70, SLP-
76 et LAT, sont générés en périphérie de la synapse lieu d’initiation de la signalisation, puis
migrent vers la partie centrale. Ces mouvements sont également régulés par un flux centripéte
d’actine, décrit dans la partie précédente pour former les SMACs et exclure 1’actine-F du
centre de la synapse. Le cytosquelette d’actine permet de créer ou de lever des contraintes
physiques permettant le recrutement et les mouvements des microclusters. La encore, il a été

proposé que la myosine IIA controlait le mouvement de ces microclusters de signalisation, car
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I’inhibition de ce moteur (par la blebbistatine ou des siRNA spécifiques de la chaine lourde de
la myosine) altére le mouvement des microclusters et I’activation des cellules T (Ilani et al.,
2009). Cependant, une étude plus récente a montré que la myosine IIA régulait I’intégrité et
la stabilité de la synapse, alors que la polymérisation d’actine permettait le flux rétrograde
d’actine et la migration des microclusters (Babich et al., 2012). Les auteurs montrent ici que
I’inhibition du flux d’actine (par ajout de jaspakinolide), mais pas de la contraction
dépendante de la myosine, inhibe le relargage du Ca*” du RE et la phosphorylation de la PLC-
y1, mais pas ’activit¢ de ZAP-70, suggérant que le mouvement des microclusters ne serait

donc pas nécessaire aux premiers événements de signalisation.

3.3- Role des microtubules dans la dynamique des

microclusters

Les microtubules servent de rails pour le trafic vésiculaire permettant d’accumuler les
molécules de TCR contenus dans les endosomes de recyclage a la synapse (Das et al., 2004)
et d’amener différentes molécules de signalisation a la synapse, comme Lck (Anton et al.,
2008; Ehrlich et al., 2002) et LAT (Bonello et al., 2004), participant ainsi a la signalisation
par le TCR. Le complexe dynéine-dynactine, décrit précédemment, contrdle également
I’agrégation des molécules de signalisation a la synapse (Martin-Cofreces et al., 2008) et la
formation du ¢cSMAC (Hashimoto-Tane et al., 2011). Alors que le cytosquelette d’actine
contréle la formation des microclusters de signalisation au pSMAC, les microtubules ne
semblent pas impliqués dans cette phase précoce d’activation, mais plutdt dans le mouvement
des microclusters a la synapse. En effet I’inhibition de 1’expression de I’ezrine, qui interagit
avec I’actine-F et DIgl liant les microtubules, perturbe 1’organisation des microtubules a la
synapse et la dynamique des microclusters de signalisation : les microclusters de SLP-76 sont
normalement recrutés du cytosol a la périphérie de la synapse, mais ne migrent pas vers la
zone centrale (Figure 1.37), (Lasserre et al., 2010). De fagcon surprenante 1’altération de cette
dynamique induit une augmentation de la signalisation en aval du TCR, tout comme le
maintien mécanique du TCR en périphérie de la synapse (Mossman et al., 2005). Ces
résultats sont cohérents avec 1’absence d’effet de la jasplakinolide sur I’activité¢ de ZAP-70
décrit précédemment (Babich et al., 2012). Le cytosquelette de microtubules apparait donc
essentiel dans le transport et la localisation des microclusters a la synapse permettant de

déclencher la signalisation, mais également de la réguler au niveau spatial et de ’éteindre.
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3.4- Signalisation par les molécules de co-stimulation
3.4.1- Signalisation LFA-1

Comme nous 1’avons vu précédemment, 1’intégrine B2 LFA-1 est impliquée dans deux
processus : D’arrét des LT et la migration sur les surfaces exprimant le ligand de LFA-1,
ICAM-1 ; et I’établissement et le maintien du contact avec les CPA, entrainant la formation
de la synapse immunologique. Nous avons vu dans la partie II de cette introduction, que la
localisation de LFA-1 était également régulée dans le temps et dans 1’espace. En effet, cette
intégrine est agrégée dans des clusters mobiles a la membrane plasmique, dont les
mouvements sont dépendants du cytosquelette d’actine, comme pour 1’organisation des
clusters a la synapse en général. L’interaction forte entre LFA-1 et ICAM-1 nécessite un
changement de conformation de I’intégrine, aboutissant a une forme de haute affinité pour le
ligand. Ce processus implique une signalisation dite « inside-out » de I’'intégrine, qui une fois
activée et lice a ICAM-1 va elle-méme déclencher une voie de signalisation dite cette fois

« outside-in ».

3.4.1.1- Signalisation inside-out

La signalisation inside-out permettant d’activer LFA-1 peut provenir de la stimulation
des récepteurs aux chimiokines, des sélectines ou du TCR. Dans un contexte de synapse nous
nous intéresserons ici a la signalisation en aval du TCR. Les éléments clés de cette
signalisation sont la protéine Rapl et son facteur GEF, la taline, la kindline-3, RapL, MSTI
(Mammalian STE20-like protein kinase A), SKAP55 (Src kinase-associated phosphoprotein
of 55 kDa), PLDI1 et la kinase PIP5SK1y87 (phosphatidylinositol-4-phosphate-5-kinase type
1y87).

La protéine Rapl est une GTPase et doit donc étre activée par une GEF. Les deux
candidats identifiés sont C3G (également appelé RAP-GEF1) et CALDAG-GEF1 (Ca*" and
DAG-regulated GEF 1, aussi appelé RASGRP2). L’inhibition de I’expression de CALDAG-
GEF1 par des siRNA dans des LT primaires humains réduit 1’activité de Rapl et empéche
I’adhésion de LFA-1 a ICAM-1 (Ghandour et al., 2007). La seconde GEF, C3G, forme un
complexe avec la protéine CRKL (CRK-like protein), et I’inhibition de I’expression de ces
deux protéines par des siRNA réduit également 1’adhésion a ICAM-1 apres 1’engagement du

TCR (Bergmeier et al., 2007). La stimulation du TCR active la PLCy, induisant du Ca*" et du

67



DAG, impliqués dans le recrutement de CALDAG-GEF1 (Katagiri et al., 2004), qui
permettrait ensuite ’activation de Rapl par hydrolyse du GTP (Figure 1.38). L’une des
étapes essentielle de I’activation des intégrines est I’apport de ces GEFs a la membrane et leur
activation, et méme si ’implication de WAVE2 et Arp2/3 a été évoquée, le mécanisme n’est

toujours pas défini.

Rapl est détecté au niveau de vésicules intracellulaires (Bivona et al., 2004; Mor et al.,
2009), contenant les marqueurs des endosomes précoces (EEA1 et Rab5A) et des
compartiments de recyclage (Rabl1). Mais il n’est pour I’instant pas établi que Rapl est
délivré a la membrane via ces vésicules et y est recyclé, car certains auteurs ont montré que
Rapl était lié de fagon constitutive a la membrane plasmique (Raab et al., 2010). Toutefois, le
modele de recyclage semble conforté par I’absence de Rapl a la membrane dans des cellules
exprimant une construction dominant-négative de Rabl1 (Mor et al., 2009). De la méme
fagon, la localisation de I’activation de Rapl n’est toujours pas claire : Rapl est-il déja sous
forme GTP li¢ dans les vésicules ou est-ce que la conversion du GDP en GTP se fait a la
membrane ? Il semblerait que d’autres composants de la signalisation inside-out soient
présents dans les vésicules contenant Rapl, comme RapL régulant le transport de LFA-1 au
PSMAC, et la kinase MST1 interagissant avec RapL et induisant la phosphorylation de LFA-1
de facon directe ou indirecte (Hogg et al., 2011). Les mécanismes de transport de ces

compartiments intracellulaires et les complexes impliqués ne sont toujours pas connus.

La taline joue également un réle dans le signal inside-out. En effet, dans les LT au
repos, la taline est cytosolique, liée en partie a Vavl. Apres stimulation du TCR, la taline est
ancrée a la membrane plasmique (liée a Vavl ou pas ?) par une liaison directe au P1(4,5)P2.
L’activation de ZAP-70 induit la phosphorylation de Vavl qui se dissocie de la taline, et

permet son association aux intégrines.

3.4.1.2- Signalisation outside-in

La signalisation outside-in correspond a la signalisation par les intégrines permettantla
force d’adhésion et le stade final d’activation de I’intégrine. Tous les acteurs sont, a ce
moment-la, recrutés a la membrane avec LFA-1. Dans les LT, les kinases Lck et ZAP-70 sont
phosphorylées apres liaison de LFA-1 a ICAM-1, induisant ainsi la cascade de signalisation

(Evans et al., 2011). Dans les LT, les kinases Lck et ZAP-70 sont déja associées a LFA-1,
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contrairement aux kinases Src et Syk dans d’autres modeles cellulaires. La suite de la cascade
de signalisation implique la taline, RapL et probablement la kindline-3 (Figure 1.39). ZAP-70
permet ’activation de la taline par le relargage de Vavl comme décrit précédemment, la
taline s’associe alors et maintien la conformation ouverte de la chaine 2. RapL s’associerait a
la sous-unité o, pour la maintenir également dans sa conformation ouverte. La signalisation
outside-in recrute également le complexe SLP-76-ADAP au niveau des microclusters de

LFA-1. Ce complexe est nécessaire a la stabilisation de LFA-1 sous forme affine (Baker et al.,

2009).

3.4.2- Signalisation CD28

CD28 est le principal récepteur de co-stimulation des LT, interagissant avec les
molécules CD80 et CD86 exprimées par les CPA. Il a été établi que 1’absence de co-
stimulation par CD28 induisait 1’anergie des LT, aprés stimulation du TCR (Harding et al.,
1992). Comme nous 1’avons vu dans la partie II de cette introduction, CD28 est co-localisé a
la synapse avec les microclusters de TCR lors de I’initiation du contact, puis les microclusters
de CD28 migrent vers le cSMAC avec les TCRs. Mais contrairement aux microclusters de
TCR qui sont internalisés au niveau du cSMAC, le CD28 reste au cSMAC, formant un anneau
entre la zone centrale et le pSMAC. Les compartiments de CD28/PKCO sont maintenus
activement au cSMAC. En effet des expériences de FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) avec CD28 et PKCO ont montré que ces clusters réapparaissaient apres le
photobleaching, indiquant un enrichissement et un maintien dynamique de ces compartiments
(Yokosuka et al., 2008). Cependant, les mécanismes et protéines régulant cette dynamique ne
sont toujours pas connus.

CD28 joue un role important dans la polymérisation d’actine a la synapse car elle
permet ’activation de Cdc42 (Salazar-Fontana et al., 2003) et de la cofiline (Figure 1.40).
Dans les LT au repos, la cofiline est phosphorylée de facon constitutive et ainsi inactive. La
stimulation des récepteurs de co-stimulation (CD2 ou CD28), mais pas du TCR seul, induit la
déphosphorylation et I’activation de la cofiline (Eibert et al., 2004), par les phosphatases PP1
et PP2A (Ambach et al., 2000).

Dans les cellules pré-activées, comme les Jurkat, 1’activation de la cofiline par

déphosphorylation se fait spontanément, c¢’est-a-dire sans stimuli externes
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(Samstag et al., 1994). L’activation de la cofiline induit sa translocation transitoire au
cytosquelette d’actine, cette protéine fait donc le lien entre la signalisation des récepteurs de
co-stimulation et le cytosquelette. Il est intéressant de noter que les inhibiteurs spécifiques de
la PI3K bloquent la déphosphorylation de la cofiline et son association avec le cytosquelette
d’actine, donnant ainsi un réle de la cofiline dans les fonctions des PI3K, autre exemple de

lien entre cascades de signalisation et cytosquelette (Samstag et al., 2003).

Les molécules interagissant avec CD28 et impliquées dans sa signalisation sont PI3K,
Grb2, Gads, Itk, Vav, la phosphatase PP2 et PKCO. La signalisation CD28 passe

essentiellement par la voie PI3K et la voie PKC6.

3.4.2.1- La voie PKCO

Nous avons vu dans la premiere partie que la PKCO appartient au groupe des nouvelles
PKC. Cette protéine, sous forme repliée inactive dans les LT repos, est recrutée a la synapse
apres co-stimulation du TCR et du CD28. C’est la stimulation de CD28 qui semble donner la
signalisation nécessaire a la localisation de PKCO a la synapse (Coudronniere et al., 2000;
Villalba et al., 2002). Ce recrutement semble étre contrdlé par Vav et Racl, car leur inhibition
bloque la translocation de la PKCO a la synapse (Villalba et al., 2002). Mais le mécanisme
n’est pour ’instant pas connu. Il passerait probablement par 1’association directe ou indirecte
de PKCO avec une protéine de régulation du cytosquelette (Vavl ou Racl), car la
translocation membranaire de PKCO est également régulée par 1’actine (Altman and Villalba,
2003). La liaison au DAG produit par la PLC-y1, induit un changement de conformation de la
PKCH, qui libére et donc active son domaine catalytique. PKCO peut également étre recrutée

et activée a la synapse par Lck (Bi et al., 2001).

PKCB joue un rdle clé dans 1’activation de facteurs de transcription. En effet, les souris
PKCO™ ne présentent pas de défaut de développement des LT, mais les LT matures présentent
un défaut total de prolifération et de production d’IL-2, dii a I’absence d’activation des
facteurs de transcription AP-1, NFAT et NF-kB (Sun et al., 2000). La PKCO est proposée
comme ¢tant 1’un des partenaires du complexe Carmal-Bcl10-Maltl régulant 1’activation de

NF-xB (Thome, 2004).
Le complexe Par a été proposé comme 1’un des partenaires de la PKCO régulant la
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polarisation du MTOC a la synapse mais les mécanismes ne sont, a ce jour, toujours pas
connus. La protéine Par3 a seulement été décrite comme s’accumulant a la synapse en méme
temps que la PKCO (Bertrand et al., 2010). Cependant, ce recrutement de la PKCO n’est pas
général, car il a été montré que cette protéine n’était pas recrutée a la synapse dans les LT
régulateurs (Treg), (Zanin-Zhorov et al., 2010). Les auteurs ont montré que I’inhibition de
PKCBH augmentait la fonction de suppression des Treg, suggérant ainsi un rdle crucial de cette
protéine dans les Treg, distinct du role joué¢ dans les LT effecteurs sur le cytosquelette :
polarisation du MTOC et rupture de la symétrie régulant la mobilit¢ des cellules et
convertissant les synapses en kinapses (Sims et al., 2007), comme nous I’avons vu dans la

partie II de cette introduction.

3.4.2.1- La voie PI3K

La stimulation du TCR entraine I’activation des PI3K de classe IA majoritairement
composées de pl110d et p85a, et I’invalidation des genes codant pour ces différentes sous-
unités entrainent de facon générale des défauts de production d’IL-2 et d’IFN-y, de
différenciation Th2 et de mise en place d’un pool de LT mémoires (Fung-Leung, 2011). La
PI3K-TIA est recrutée a la synapse par LAT (Paz et al., 2001), TRIM (T cell receptor
interaction molecule) (Bruyns et al., 1998), SLP-76 (Shim et al., 2004), mais également par la
molécule de co-stimulation CD28 (Pages et al., 1994). Elle catalyse le phosphatidyl-
inositol(4,5)diphosphate (PIP2) en phosphatidyl-inositol(3,4,5)triphosphate (PIP3) a la
membrane cellulaire. Le PIP3 lie les domaines PH, son accumulation a la membrane permet
ainsi de réguler I’ancrage membranaire et I’activation des protéines comportant ce domaine
PH comme la PLC-y (Falasca et al., 1998; Rameh et al., 1998). Parmi les cibles de la PI3K-
IA on trouve également Akt et Vav permettant ainsi sa phosphorylation par Lck (Han et al.,

1998).

La phosphatase SHIP-1 semble réguler la voie PI3K, car son inhibition avec des
ShRNA dans des LT CD4" humains entraine une augmentation de la phosphorylation d’ Akt et
de son substrat GSK3f3, ainsi qu’une augmentation du niveau d’actine polymérisée, une perte
des microvilli et une diminution de la phosphorylation des ERM (Harris et al., 2011). Les PI
générés par la PI3K peuvent lier la pleckstrine-2 qui régule I’étalement des LT Jurkat et les
protrusions membranaires dépendants du cytosquelette d’actine (Bach et al., 2007). La

pleckstrine-2 est localisée a la synapse avec I’actine et les clusters d’intégrines par son
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domaine PH. La régulation de la voie PI3K semble donc jouer un rdle sur les modifications du

cytosquelette apres stimulation du TCR.
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4. Cytosquelette et sécrétion

Les LT CD8" et CD4" ont pour fonctions respectives de tuer les cellules infectées par
des virus ou les cellules tumorales, et sécréter des cytokines permettant d’orchestrer la
réponse immunitaire. Nous nous attacherons, dans cette partie, a décrire les voies de sécrétion
des granules cytotoxiques et des cytokines. Dans les LT CD4", les mécanismes de sécrétion
des cytokines sont trés mal connus, nous décrirons donc également les voies de sécrétion dans

un autre type cellulaire, les macrophages.

4.1- Sécrétion des granules cytotoxiques

4.1.1- Présentation

Les LT CD8" et les cellules NK identifient et tuent les cellules infectées par des virus
ou des cellules tumorales. Ces deux populations cellulaires utilisent une voie dépendante de la
perforine et une voie dépendante des récepteurs de mort pour exercer leurs fonctions. La voie
dépendante de la perforine consiste en une sécrétion de granules cytotoxiques contenant de la
perforine et des granzymes vers la cellule cible. Avant méme la description et la
caractérisation de la synapse immunologique, A. Kupfer a décrit que les granules
cytotoxiques des LT CD8" et des cellules NK étaient polarisés au niveau de la zone de contact
entre LT et cellule cible avec le MTOC et I’appareil de Golgi (Kupfer and Dennert, 1984;
Kupfer et al., 1985). Il a ensuite été¢ proposé que la polarisation du MTOC permettait le
recrutement des granules cytotoxiques a la synapse, dans une zone trés restreinte au sein du
cSMAC, qui a été appelée domaine sécrétoire (Stinchcombe et al., 2001b), (Figure 1.41).
Cette zone permet de concentrer les granules et d’éviter la libération du contenu vésiculaire
dans le milieu, diminuant ainsi 1’effet « bystander ». L’anneau d’intégrine constituant le
pSMAC est important pour le maintien d’un contact étroit entre les deux cellules et la
concentration des granules. Les granules cytotoxiques sont amenés a la synapse le long des
microtubules par la dynéine, se concentrent dans la zone sécrétoire et s’ancrent a la membrane
plasmique dans cette région pauvre en actine polymérisée, pour finalement relarguer le
contenu vésiculaire vers la cellule cible. La perforine forme des pores dans la membrane de la

cellule cible permettant ’entrée des granzymes pro-apoptotiques dans le cytoplasme et
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I’induction de I’apoptose de cette cellule cible.

4.1.2- Mécanismes d’exocytose des granules cytolytiques

De nombreuses études ont porté sur la machinerie d’exocytose des granules et il a été
montré que la protéine Rab27a était nécessaire a la phase finale de transport des granules a la
synapse a savoir I’ancrage a la membrane plasmique. Ainsi les cellules NK et les LT CD8"
déficients pour Rab27a présentent un défaut d’exocytose mais pas de polarisation des
granules (Menasche et al., 2000; Stinchcombe et al., 2001a). La famille des protéines Rab est
constituée d’une soixantaine de membres, impliqués dans le transport des vésicules et des
membranes en recrutant divers effecteurs. Le role de Rab27a dans ’exocytose des granules a
¢été mis en évidence chez ’homme et chez la souris, avec des cellules de patients déficients
pour rab27a. L’absence ou la perte de fonction de cette protéine chez ’homme provoque le
syndrome de Griscelli, une pathologie caractérisée par une immunodéficience sévere liée au
défaut lymphocytaire T CD8" et NK (Menasche et al., 2000). Les mémes effets ont été
observés chez les souris ashen, I’équivalent chez la souris du syndrome de Griscelli (Wilson
et al.,, 2000). Le role de Rab7 et I'un de ses partenaires RIPL (Rab interacting lysosomal
protein) dans le recrutement des granules au niveau du MTOC a également été proposé. RIPL

recruterait la dynéine au niveau des lysosomes sécrétoires permettant leur mouvement vers le

centrosome (Daniele et al., 2011).

Dans les LT cytotoxiques, Rab27a présent a la surface des granules, recrute par la
suite différentes protéines : les protéines SLP1 et SLP2 (synaptotagmin-like proteins) qui
s’associent elles-mémes aux phospholipides de la membrane plasmique, et faciliteraient
probablement I’ancrage des granules a la membrane plasmique au niveau du cSMAC (Holt et
al., 2008; Menasche et al., 2008) ; la protéine Munc-13-4, un autre effecteur de Rab27a, qui
est impliquée dans 1’étape d’activation nécessaire a la fusion membranaire des granules
cytotoxiques a la synapse (Feldmann et al., 2003), (Figure 1.42). Le role de cette protéine a
¢té¢ ¢étudi¢ dans des modéles humains et murins, avec des cellules de patients atteints de
lymphohistiocytose haemophagocytique familiale de type 3 (syndrome causé par 1’absence
d’expression de Munc-13-4) ou avec des cellules de souris jinx (de Saint Basile et al., 2010).
Dans ces cellules, les granules se polarisent a la synapse, s’ancrent a la membrane mais ne
fusionnent pas avec la membrane plasmique, un processus normalement contrélé par les

protéines SNARE.
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La famille des protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor accessory
protein receptors) comportent une quarantaine de membres. Elles permettent la fusion des
membranes par 1’interaction entre une t-SNARE (target-membrane-SNARE) et une v-SNARE
(vesicle-associated-SNARE) présentent a la membrane cible ou vésiculaire respectivement.
L’interaction entre ces SNARE rapproche les deux membranes et régule leur fusion. Dans les
cellules cytotoxiques, la t-SNARE syntaxine-11 est exprimée a la membrane plasmique. Les
cellules déficientes pour la syntaxine-11 polarisent normalement leurs granules a la synapse,
mais 1’étape de relargage du contenu vésiculaire est partiellement bloquée. La perte
d’expression de cette protéine est responsable de la lymphohistiocytose haemophagocytique
familiale de type 4 (zur Stadt et al., 2005). La syntaxine-11 s’associe avec 1’effecteur Munc-
18-2 pour permettre la fusion des granules a la synapse, mais la v-SNARE exprimée sur les
granules et interagissant avec la syntaxine-11 n’est toujours pas identifiée. Les SNARE

VAMP7 et VAMPS sont des candidats potentiels (Figure 1.42).

Apreés fusion des membranes et relargage du contenu vésiculaire, une partie des
composants des granules est probablement recyclé, mais les mécanismes impliqués dans ce

recyclage ne sont a ce jour pas établis.

4.1.3- Sécrétion des granules et cytosquelette
4.1.3.1- Microtubules et polarisation du MTOC

Comme nous I’avons décrit précédemment la polarisation du MTOC est induite par la
stimulation du TCR et la signalisation en aval, faisant intervenir Lck, ZAP-70, DAG, ADAP,
la dynéine, I’ezrine, Dlgl, Dial... Certaines de ces protéines permettent 1’ancrage des
microtubules au cortex d’actine, nécessaire au maintien d’une tension des microtubules et
vraisemblablement a la polarisation du MTOC. Ce recrutement du MTOC a la synapse a
initialement été décrit comme nécessaire a la polarisation des granules et a la sécrétion de leur
contenu (Stinchcombe et al., 2006), principalement parce que les deux processus semblaient
indissociables et que la polarisation du MTOC apparaissait précéder celle des granules. De
plus, certaines protéines ont été impliquées dans les deux phénomeénes. Entre autre,
I’inhibition de la kinase Lck ne bloque pas le recrutement du MTOC a la synapse mais son
ancrage a la membrane plasmique ainsi que la sécrétion des granules lytiques (Tsun et al.,

2011). Mais si la polarisation du MTOC semble controler celle des granules, ces deux

75



processus ne passent pas par les mémes mécanismes : la polarisation du MTOC serait
dépendante du DAG et indépendante du signal calcique, alors que la polarisation des granules
nécessite la signalisation Ca* (de Saint Basile et al., 2010; Quann et al., 2009). Les deux
processus ne sont donc pas liés au niveau de la signalisation. De plus, de récentes études
semblent contredire le modéle qui établit un lien causal entre polarisation du MTOC et
polarisation des granules. En effet, il a récemment ét¢ montré que dans de nombreux
conjugués LT CD8'-cellule cible, la sécrétion des granules précédait la polarisation du
centrosome, et que bloquer la polarisation du MTOC a la synapse n’inhibait ni le relargage du
contenu vésiculaire, ni I’efficacité de « killing » des LT cytotoxiques (Bertrand et al., 2013).
De plus, il a ét¢ montré que les LT CD8  pouvaient tuer plusieurs cellules cibles
simultanément, sans établir de synapses stables. Les LT peuvent donc polariser leurs granules
vers différentes cellules cibles en méme temps, dissociant donc la polarisation du MTOC et
celle des granules (Wiedemann et al., 2006). Cependant il semble que les granules polarisées
au niveau du MTOC soient plus nombreux que ceux polarisés ailleurs. Ainsi le role de la
polarisation du MTOC dans le recrutement des granules cytotoxiques a la synapse n’est pas
encore clairement établi. En revanche, les microtubules permettraient d’amener les granules a
la synapse. Les granules se concentreraient tout d’abord au niveau du MTOC, transport régulé
par la dynéine (Mentlik et al., 2010), puis rejoindraient la zone synaptique, cette fois grace a

la kinésine-1 (Kurowska et al., 2012).

4.1.3.2- Role de [’actine

Contrairement au role du MTOC dans la polarisation et la sécrétion des granules a la
synapse, le role de I’actine a été peu étudié. Les premiéres observations de la formation de
I’anneau d’actine polymérisée au niveau du pSMAC ont suffi a établir que ce processus était
une marque de formation de la synapse, mais le mécanisme d’exclusion de I’actine
polymérisée du centre de la synapse n’est toujours pas connu. L’hypothése basée sur
I’existence d’un flux centripéte d’actine dans la zone de contact qui induirait I’exclusion
d’actine du centre est admise par a peu pres tout le monde. G. Griffiths a proposé que ce flux
d’actine exerce également une traction sur les microtubules ancrés dans la zone périphérique

de contact, induisant la polarisation du MTOC a la synapse.

Certaines protéines de régulation de la dynamique de 1’actine comme WASp (Orange

et al., 2002), Arp2/3 ou hDial (Butler and Cooper, 2009), ont été impliquées dans le contrdle

76



de la localisation des granules cytotoxiques des cellules NK a la synapse. Il est ainsi admis
que les granules cytotoxiques sont recrutées dans la zone sécrétoire du cSMAC pauvre en
actine polymérisée, empéchant ainsi que I’actine ne crée une barriere physique bloquant le
relargage du contenu vésiculaire. Le réseau lache d’actine polymérisée subsistant au niveau
du cSMAC semble toutefois important pour I’ancrage des vésicules a la membrane, comme

cela a été révélé par des expériences de microscopie a haute résolution (Brown et al., 2011;

Rak et al., 2011).

4.2.- Sécreétion des cytokines

Les cytokines jouent un role majeur dans I’orchestration de la réponse immunitaire.
De nombreuses études ont décrit les voies de signalisation induites par les cytokines apres
liaison a leurs récepteurs ou les mécanismes régulant leur production, mais peu
d’informations sont, a ce jour, disponibles sur le contrdle du relargage des cytokines. De plus,
il apparait que la sécrétion des cytokines est un processus complexe et finement régulé, faisant
intervenir des voies intracellulaires, généralement spécifiques pour une cytokine et un type
cellulaire donnés. Nous commencerons par décrire brievement le trafic intracellulaire des

. . s \ Lo +
cytokines, puis nous nous intéresserons a leur sécrétion dans les macrophages et les LT CD4 .

4.2.1- Voie classique de sécrétion

Comme toutes les protéines néo-synthétisées, la plupart des cytokines utilisent la
machinerie de trafic intracellulaire pour organiser leur transport a travers la cellule vers la
membrane plasmique. Les protéines sont assemblées dans le RE, transportées dans des
vésicules au Golgi ou elles subissent des modifications post-traductionnelles, puis dans le
TGN (Trans-Golgi network), et sont chargées dans des vésicules ou des transporteurs
permettant leur transport final a la membrane cellulaire (sécrétion constitutive), aux
organelles, dans les granules sécrétoires ou des endosomes de stockage (sécrétion régulée),

(Figure 1.43).

Cette machinerie est régulée par un certain nombre de protéines présentes dans les
différents compartiments, permettant leurs mouvements ou leur fusion a chaque étape du

transport. Ces protéines sont réparties de facon irrégulieére dans les différents compartiments,

77



qui peuvent ainsi €tre définis par un enrichissement de ces protéines. Les grandes familles de
protéines régulant le trafic sont les petites GTPases de la famille ARF/Sar (ADP ribosylation
factor), les petites GTPases de la famille Rab et les protéines SNARE (Lacy and Stow, 2011).

Les protéines de la famille ARF/Sar et leurs protéines accessoires jouent un role dans
le transport bi-directionnel entre le RE et le Golgi. Elles permettent de trier et de charger les
protéines dans des vésicules. Dans le TGN, les protéines ARF isolent les protéines dans des
vésicules recouvertes de clathrine pour le transport vers les endosomes tardifs, mais pour les
protéines de sécrétion comme les cytokines, le chargement se fait généralement dans des
transporteurs tubulo-vésiculaires non recouverts de clathrine, pour un transport vers les
endosomes ou directement a la surface cellulaire. Les moteurs de I’actine et des microtubules
participent également aux mouvements des transporteurs et vésicules dans la cellule. La
formation, ’ancrage et la fusion des vésicules sont régulés par les protéines Rab et SNARE.
Les protéines Rab s’associent aux membranes vésiculaires et recrutent de nombreux
effecteurs pour former les vésicules et les ancrer aux membranes. Rab5, 7 et 11 s’associent
aux endosomes précoces, tardifs et de recyclage, respectivement. Rab6 et 10 sont associées au
Golgi et au TGN. Les protéines SNARE, elles, contrdolent directement la fusion des vésicules.
Ce sont les protéines de trafic les plus étudiées dans la sécrétion des cytokines, et incluent les
sous-familles VAMP et syntaxine. Elles sont associées soit a la vésicule (v-SNARE, vesicles-
associated), soit a la membrane cible (t-SNARE, target-membrane). La fusion des vésicules
est un processus qui intervient a chaque étape du transport intracellulaire, ainsi que pour le
relargage des cytokines par la fusion des granules, vésicules ou endosomes avec la membrane
plasmique. De nombreuses molécules de la machinerie de trafic intracellulaire sont régulées
par I’activation des cellules : soit par leur recrutement aux membranes, soit par la régulation

de leur expression et de leur activité.

4.2.2- Sécrétion des cytokines dans les macrophages

Les macrophages sécrétent des cytokines permettant de réguler la progression de la
réponse inflammatoire. L’équipe de J. Stow a décrit différentes voies de sécrétion et
d’exocytose des cytokines apres activation des macrophages avec du LPS. Le TNF-a néo-
synthétisé¢ est rapidement accumulé dans le Golgi, puis transporté dans les endosomes de
recyclage, avant d’étre transporté vers la membrane plasmique, pour y étre sécrété au niveau

des coupes phagocytiques (Murray et al., 2005). L’IL-6 suit un trafic similaire : la cytokine
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est chargée sur des structures émergeant du trans-Golgi, qui fusionnent avec les endosomes de
recyclage, mais contrairement au TNF-a, I’IL-6 n’est pas sécrété au niveau des coupes

phagocytiques.

La synaptotagmine XI appartient au large groupe de protéines membranes contrélant
I’ancrage et la fusion des vésicules en régulant ’action des SNARE. Cette protéine s’associe
aux endosomes de recyclage et son expression régule négativement la sécrétion des deux
cytokines et la phagocytose. Ainsi I’inhibition d’expression de cette protéine avec des siRNA
dans les macrophages, entraine une augmentation de la sécrétion de TNF-a et d’IL-6 (Arango
Duque et al., 2013). Les auteurs proposent que cette synaptotagmine bloque I’interaction entre

les t- et v-SNARE, modulant ainsi la sécrétion.

La sécrétion du TNF-a a été étudiée en détail par le groupe de J. Stow. Ainsi, ce
groupe a montré que 1’activité PI-3 kinase de p1108 contrdlait la fission de structures émanent
du TGN et contenant le TNF-a (Low et al., 2010). Plus récemment, le méme groupe a montré
que les deux isoformes de Rab6A, Rab6a/a’ sont impliquées dans le transport post-Golgi du
TNF-a dans les macrophages inflammatoires (Micaroni et al., 2013). Ces résultats indiquent
que la dernicre étape d’exocytose est strictement régulée et peut diverger selon les facteurs
sécrétés, méme s’ils ont emprunté les mémes voies de trafic intracellulaire. De la méme fagon,
il a été décrit que I’IL-10 pouvait étre sécrétée suivant deux voies différentes apres la sortie du
Golgi : une passant par les endosomes de recyclage et une passant par des vésicules distinctes

amenant la cytokine a la surface cellulaire (Stanley et al., 2012).

4.2.3- Sécrétion des cytokines dans les LT CD4"

La fonction majeure des LT CD4" auxiliaires est de sécréter des cytokines permettant
d’orchestrer la réponse immunitaire en recrutant et activant d’autres cellules. De la méme
facon que pour la description des granules cytotoxiques a la synapse, I’équipe d’A. Kupfer a
montré que dans les LT CD4" auxiliaires, certaines cytokines comme I’TFN-y et I’TL-2, étaient
polarisées a la synapse entre LT CD4" et CPA, localisées au niveau de 1’appareil de Golgi
(Kupfer et al., 1991), (Figure 1.44). Cette polarisation a également été mise en évidence pour
I’IL-2 in vivo sur des coupes de ganglions (Reichert et al., 2001). Quelques années plus tard,
le groupe de M. Davis a proposé un modele dans lequel les cytokines, une fois produites,

seraient sécrétées en suivant deux voies d’exocytose différentes : 1’une polarisée vers la CPA
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pour des cytokines comme I’IL-2, 'IFN-y (modéle Thl) ou I'[L-10 (modéle Th2) ; et une
autre voie multidirectionnelle pour des chimiokines comme MIP1-o ou RANTES ou des
cytokines comme le TNF-a (modéle Thl) ou I’IL-4 (modele Th2), (Huse et al., 2006). Ce
modele est basé sur I’idée que certaines cytokines doivent étre sécrétées uniquement vers la
CPA présentant le peptide agoniste, sans affecter les cellules avoisinantes, alors que d’autres
facteurs solubles comme les chimiokines, en étant sécrétées de fagcon multidirectionnelle, vont
permettre le recrutement de nombreuses cellules et ainsi stimuler localement une réponse

inflammatoire.

Cette idée que les cytokines sécrétées a la synapse donneraient un signal uniquement a
la cellule en contact avec le LT a été remise en question par des expériences réalisées in vivo.
Dans une premicre étude, les auteurs ont analysés la réponse aux cytokines dans les cellules
cibles. Ainsi I’analyse de la phosphorylation des protéines STAT a permis de montrer que la
majorité des cellules des ganglions drainants recevaient le signal de 1I’'IL-4 ou de I’'I[FN-y
(dans différentes types d’infection des souris), suggérant que les cytokines étaient dispersées
dans le ganglion et non pas restreintes a un contact direct entre cellules (Perona-Wright et al.,
2010). Ces analyses ont été réalisées ex vivo et ne rendent donc pas compte de la dynamique
des cellules au sein du ganglion. Puis des expériences d’imagerie bi-photonique ont permis de
montrer in vivo cette fois que les cellules T CD4" qui ne formaient pas de contact mais étaient
proches de conjugués, recevaient ¢galement le signal IFN-y, suggérant que la sécrétion de la
cytokine n’était pas restreinte a la seule zone synaptique ou qu’il y avait diffusion hors de la
zone d’interaction entre les deux cellules (Muller et al., 2012). Force est donc de constater que
la « directionnalité¢ » et la régulation de la sécrétion des différentes cytokines restent mal

connucs.

Les mécanismes moléculaires régulant la sécrétion des cytokines dans les LT CD4"
sont eux aussi encore treés largement inconnus. Il a été proposé que Rab3d et Rabl9 co-
localisaient avec I’IL-2 a la synapse, tandis que la protéine SNARE Syntaxine-6 était associée
aux vésicules contenant le TNF-o (Huse et al., 2006). Mais depuis, aucun résultat publié¢ n’a
confirmé cette étude. En dehors de ces protéines de régulation du trafic, la protéine WASp
semble également impliquée dans la sécrétion de I’'IFN-y, qui est bloquée dans les LT de
souris WASp'/ " (Morales-Tirado et al., 2004). Tout comme dans les LT CDS8", la polarisation
du MTOC est vue comme induisant la polarisation de I’appareil de Golgi et de la machinerie

sécrétoire, et donc impliquée dans la sécrétion des cytokines par les LT CD4". L’équipe de S.

80



Valitutti a ainsi montré que la protéine PKCE contrdlait la polarisation du MTOC et la
sécrétion de I’IFN-y et du CD40L a la synapse (Bertrand et al., 2010). Mais nous verrons dans

la suite de ce manuscrit que nos données ne vont pas dans ce sens.

Une étude plus récente a montré que la sortiline, un récepteur transmembranaire
présent dans le Golgi et les endosomes précoces, était impliquée dans le transport des
vésicules contenant I’'IFN-y du TGN aux endosomes précoces (Herda et al., 2012). Les souris
déficientes pour ce récepteur présentent une augmentation de la cytotoxicité des CTL et des
cellules NK, liée, selon les auteurs, a une augmentation de 1’expression de VAMP7. Mais
I’absence de la sortiline entraine une forte diminution de la sécrétion d’IFN-y par les CTL, les
Th1 et les cellules NK, alors que la sécrétion de TNF-a n’est pas affectée (Herda et al., 2012).
L’absence de la sortiline altére le relargage des vésicules contenant I’IFN-y du TGN. La
transferrine, la sortiline et I'IFN-y sont amenées vers les mémes endosomes précoces, mais
suivent ensuite d’autres routes, avec I’IFN-y qui ne passe pas par les endosomes de recyclage
dans les CTLs. Les auteurs pointent ici a nouveau une différence dans les voies de sécrétion
de différentes cytokines comme I’I[FN-y et le TNF-a. Nos résultats non publiés, suggérent
également que dans les LT CD4", I'IFN-y et I’IL-2 transitent dans des compartiments de
recyclage. En effet, ces deux cytokines sont mises en évidence dans des compartiments
transferrine positifs en microscopie électronique, de plus leur sécrétion est inhibée par

I’inactivation de ces compartiments.
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5. Objectifs de la these

Nous avons vu que les LT scannent les CPA a la recherche des complexes CMH-
peptides agonistes. La reconnaissance de ces complexes par le TCR permet la mise en place
d’une synapse immunologique a I’interface entre les deux cellules. Cette synapse est le
résultat des premiers événements de signalisation en aval du TCR et fait intervenir des
mouvements du cytosquelette des LT : le MTOC est recruté et se polarise en face de la CPA,
amenant les microtubules sous la membrane plasmique permettant le transport des
microclusters de signalisation ; et I’actine se polymérise activement dans la zone de contact et
est exclue du centre de la synapse par des mouvements centripétes de flux. Cette dynamique

permet les mouvements des récepteurs a la surface des LT et I’organisation de la synapse.

L’interaction entre LT et CPA ainsi que la mise en place de la synapse, qui ont
initialement ét¢ décrites comme des événements relativement stables et maintenus pendant
plusieurs heures pour permettre 1’activation du LT, sont aujourd’hui analysés d’un point de
vue beaucoup plus dynamique. Cette dynamique est prise en compte a différents niveaux : au
niveau cellulaire, la dynamique des contacts entre les deux cellules, et I’importance des
contacts successifs trés courts dans [’activation des LT ; et au niveau moléculaire, la
dynamique des mouvements des microclusters a la synapse dans la signalisation et

I’établissement d’un contact productif aboutissant aux réponses cellulaires T.

Les différents mécanismes aboutissant a la réorganisation du cytosquelette des LT lors
de la mise en place de la synapse ont été extensivement étudiés mais le role de ce remodelage
du cytosquelette d’actine et de microtubules dans les fonctions des LT CD4" était encore
largement inconnu. Les travaux effectués au cours de ma thése avaient donc pour objectif
dans un premier temps, d’analyser le role de la réorganisation du cytosquelette dans une des
fonctions majeures des LT CD4", la sécrétion de cytokines. Pour cela, nous avons étudié le
role de la petite RhoGTPases Cdc42 dans la réorganisation du cytosquelette et la sécrétion des
cytokines par les LT CD4" primaires humains, en utilisant une approche d’inhibition de
I’expression de cette protéine par des shRNA contenus dans des vecteurs lentiviraux. Dans un
second temps, nous nous sommes intéress€s a 1’un des partenaires de Cdc42, la protéine
IQGAPI, pour tenter d’approfondir le mécanisme mis en évidence dans la premicre étude, et
comprendre le lien que créée le cytosquelette entre signalisation en aval du TCR et

dynamique d’interaction LT-CPA.
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MATERIELS ET METHODES

1- Cellules

Dans cette ¢tude, nous utilisons les lignées cellulaires T Jurkat J77 cl20, et B Raji,
maintenues en culture dans un milieu RPMI 1640/GlutaMax, 100 pg/mL streptomycine, 100
U/mL pénicilline, et 10% SVF (Biowest). Cette lignée a été transfectée stablement avec une
construction centrin-1-GFP, donnée par M.Bornens (Institut Curie, Paris). Des cellules
primaires humaines sont également isolées a partir de sang de donneurs sains : des monocytes
(cellules CD14" isolées positivement a partir des PBMCs) et dérivées en cellules dendritiques
en présence d’IL-4 et de GM-CSF recombinants humains (BruCells) pendant cinq jours, et
des cellules T CD4" isolées négativement & partir des PBMCs en utilisant les kits de
purification Miltenyi Biotec. Les cellules primaires sont maintenues en culture en milieu
RPMI 1640/GlutaMax, 50 pM 2-B-mercaptoethanol, 10 mM HEPES, 100 pg/mL
streptomycine, 100 U/mL pénicilline, et 10% SVF (Biowest).

2- Traitement des cellules T avec différentes drogues

2.1- Colchicine
Les cellules T CD4" purifiées sont traitées avec 50 pg/mL de colchicine (Sigma-
Aldrich) pendant Smin a 37°C, lavées trois fois et laissées 1h a 37°C en milieu complet pour

retirer I’exces de colchicine, puis lavées encore avant utilisation.

2.2- Inhibiteur des PKC atypiques
Les cellules T sont pré-traitées pendant 1h a 37°C avec 12,5 uM d’inhibiteur des PKC
atypiques (pseudo-substrat PKC-{ myristoylé, Invitrogen), puis I’inhibiteur est ajouté dans les

co-cultures LT-DC ou LT-billes anti-CD3+anti-CD28 (Dynal/Invitrogen).

2.3- Latrunculine-B
Les cellules T transduites avec les shRNA sont activées avec les billes pendant 3h,
puis la latrunculine B (Calbiochem) est ajoutée a 50nM pendant les trois dernicres heures

d’activation.
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3- Préparation des vecteurs codant ’IFN-y-GFP

Le ¢cDNA IFN-y humain a été amplifié¢ par PCR en utilisant les oligonucléotides
suivants : Sens : 5~AAAAAGCAGGCTTCACCATGAAATATACAAGTTATATC-3'
Antisens : 5~ AGAAAGCTGGGTGTTACTGGGATGCTCTTCGACC-3'

Le cDNA est ensuite introduit dans un plasmide pE-GFP-N1 (Clontech Laboratories), puis
amplifié par PCR a partir du plasmide avec les oligonucléotides suivants :

Sens: 5'-AAAAAGCAGGCTTCACCATGAAATATACAAGTTATATC-3'(IFN-y)

Antisens: 5’-AGAAAGCTGGGTGTTACTTGTACAGCTCGTCCAT-3’ (GFP)

Le produit PCR est ensuite cloné dans un plasmide lentiviral pWXLD en utilisant la

technologie Gatheway (Invitrogen).

4- Production des lentivirus

Les particules lentivirales sans capacité réplicative pseudotypées avec la protéine
d’enveloppe G du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV G) sont produites dans des cellules
HEK 293T co-transfectées avec un mixte de trois plasmides : psPAX2, pMD2.G (plasmides
Addgene 12260 et 12259, respectivement) et soit le plasmide pWXLD IFN-y-GFP, soit
pLKO.I-puro contenant le shRNA Cdc42 (MISSION™ shRNA
TRCN0000047628=shCdc42-1, TRCN0000047630=shCdc42-3, Sigma), soit pLKO.1-puro
contenant le shRNA IQGAP1 (MISSION™ shRNA TRCN0000047628=shIQGAP1-1,
TRCNO0000047630=shIQGAP1-5, Sigma) ou un shRNA contréle (MISSION™ shRNA
SHC002=shCtl, Sigma). Les surnageants sont collectés 48h apres et concentrés 40X par
ultracentrifugation (120.000 x g pendant 90min a 4°C).

5- Infection des cellules T humaines
5.1- Cellules T Jurkat
Les cellules Jurkat sont infectées avec le lentivirus codant le shRNA et le géne de
résistance a la puromycine pendant 24h. Les cellules sont lavées 3 fois et reprises en milieu
frais contenant de la puromycine (Sigma) a 2 pg/mL. Les cellules sont utilisées 72h apres

traitement.
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5.2- Cellules T primaires

Les cellules T CD4 " primaires isolées & partir des PBMCs sont activées sur plaques 96
puits préalablement recouverts d’Ac anti-CD3 (eBioscience, clone OKT3, a 2,5 pg/mL,
incubation sur la nuit a 4°C), avec de 1I’Ac anti-CD28 soluble (BioLegend, clone CD28.2, a
2,5 ng/mL), et de I’IL-2 humain recombinant (20 U/mL). Apres 24h d’activation, les cellules
sont infectées avec le lentivirus codant le ShRNA et la résistance a la puromycine, en présence
de polybréne B (Sigma, a 10 pg/mL). 24h aprés, les cellules sont lavées trois fois et reprises
dans du milieu frais avec de I’IL-2 et de la puromycine (a 2,5 pg/mL). Aprés 72h de
traitement puromycine, les cellules transduites sont récupérées et centrifugées sur ficoll

(800g/15min) pour éliminer les cellules mortes.

6- RT-PCR quantitative

L’ARN total des cellules T ou des co-cultures 6h LT-billes, LT-DC, est isolé en
utilisant le kit RNeasy Mini (Qiagen) et transcrit en cDNA (Invitrogen Life Technologies).
L’expression de I’IFN-y, Cdc42 et IQGAPI est analysée par PCR quantitative avec un test
d’expression génique TagMan (Applied Biosystems; details du protocole de PCR sur
www.appliedbiosystems.com, numéro catalogue: HS-99999909 pour HPRTI et HS-
00989291-M1 pour IFN-y) et un ABsolute QPCR ROX MIX de Abgene. Le niveau

d’expression d’un géne dans un échantillon donné est représenté comme une augmentation

(méthode 2744,

7- Mesure de Pefficacité des sShRNA par Western-Blot

Cdc42 et IQGAPI sont détectés par immunoblot sur des lysats de cellules infectées
avec les lentivirus (100.000 cellules/conditions) en utilisant des Ac anti-Cdc42 et anti-
IQGAP1 (clone 44/CDC42 et clone 24/IQGAPI respectivement, BD Transduction
Laboratories), un Ac anti-Tubuline-a (clone DM1A, Calbiochem) ou anti-GP96 (clone 9G10,
Enzo Life Sciences) comme contrdles de charge. Les Ac secondaires anti-espece couplés HRP
sont de Jackson ImmunoResearch Laboratories. Les complexes Ac/Ag sont visualisés par un
test ECL (Amersham Pharmacia Biotech). L’intensit¢ du signal de chaque bande est
quantifiée avec le logiciel QuantityOne, et normalisée par rapport a 1’intensité du contrdle de

charge.
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8- Activation des LT

8.1- Activation des LT avec des Ac

Les cellules T Jurkat exprimant le ShRNA contréle ou les deux shRNA spécifiques
d’IQGAP1 sont incubées 15min a 37°C, puis Imin avec I’Ac anti-CD3 (clone OKT3,
eBiosciences a 125ng/mL), puis le fragment Fab’2 anti-Ig de souris est ajouté (6pg/mL) dans
tous les tubes sauf pour le point 0 (10° cellules par point). La cinétique 3/10/30min est réalisée
a rebours, et arrétée par addition de PBS froid. Les échantillons sont centrifugés et les cellules
sont lysées dans un tampon RIPA contenant des anti-protéases et anti-phosphatases comme
décrit précédemment pour le Western-Blot. IQGAP1 est détecté avec 1’Ac anti-IQGAPI et on
utilise les Ac anti-Tubuline-o ou anti-GP96 comme contrdles de charge. La détection des

protéines totales et des phospho-protéines est faite avec différent Ac (Cell Signaling).

8.2- Activation des LT avec des CPA
Les mémes cellules Jurkat sont également incubées 15min a 37°C avec des LB Raji (2
LT pour 1 LB). Le sAg SEE a 100ng/mL est ajouté¢ a différents temps. La cinétique

3/10/30min est effectuée a rebours. Puis les cellules sont lysées comme précédemment.

9- Détection des cytokines

La production des cytokines est mesurée dans les surnageants de co-cultures par

ELISA (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN) ou par CBA (CBA, Becton Dickinson).

10- Analyse de P’expression des cytokines par cytométrie de

flux

Les co-cultures LT/DC et LT/billes anti-CD3+anti-CD28 sont réalisées en présence de
Brefeldine A (Sigma-Aldrich, a 4 pg/mL) ajoutée pendant les deux dernieres heures
d’incubation. Les cellules sont marquées avec les anticorps anti-CD4 seuls (co-cultures
LT/billes) ou anti-CD4 et anti-CD1a (co-cultures LT/DC, BD Biosciences), puis fixées avec
3% paraformaldéhyde, perméabilisées avec le tampon Perm/Wash de Becton Dickinson avant
le marquage avec I’Ac anti-IFN-y (clone 45.15, IoTest). Les cellules marquées sont analysées

au FacsCalibur (BD Biosciences) et 1’expression de I’I[FN-y est mesurée dans les cellules
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CD4" (LT/billes) ou CD4'/CDla  (LT/DC). Les données sont ensuite analysées avec le
logiciel FlowJo (Tree Star, Ashland, OR).

11- Xcelligence

On utilise des plaques 16 puits (taille identique aux plaques 96 puits) Xcelligence. Les
puits sont recouverts de poly-L-lysine 0.02% pendant 30min RT, puis d’Ac anti-CD3/anti-
CD28 a 10pg/mL sur la nuit a 4°C. 50uL de RMPI sont ajoutés par puits, pendant 15min a
37°C. Puis le niveau basal est mesuré dans chaque puits pendant Imin. Les cellules sont
ensuite ajoutées dans les puits (50.000/puits) et 1’analyse est lancée pendant 2h avec une
mesure toutes les 10sec. Le profil des courbes d’impédance et le « cell index » sont analysés

avec le logiciel RTCA Software (Roche).

12- Microscopie
12.1- Formation des conjugués

Les cellules T CD4" primaires sont cultivées avec des billes anti-CD3+anti-CD28 (1
LT pour 1 bille) ou avec des DCs autologues (2 LT pour 1 DC) chargées avec un mixte de
trois superantigénes (SEE, SEB, TSST1, a 100ng/mL, Toxin Technology) pendant 6h sur des
lamelles recouvertes de poly-L-lysine 0.02% (Sigma-Aldrich). Les cellules sont fixées avec
3% paraformaldéhyde et incubées en PBS-Glycine (10 mM). Les cellules sont ensuite
perméabilisées avec 0.05% saponine, marquées avec des Ac anti-IFN-y-biotinylé (clone B27,
SouthernBiotech), anti-a-Tubuline (clone YL1/2, AbCys), et la phalloidine couplée alexa
fluor 546 ou 647 (Molecular Probes), puis avec les Ig anti-espéce appropriés ou la
Streptavidine couplés a des fluorochromes (Jackson Immunoresearch et Molecular Probes).
Les lamelles sont ensuite montées sur des lames de verre avec du Fluoromount-G
(SouthernBiotech).

Les cellules B Raji sont chargées avec le mixte de trois sAg, marquées avec un
CellTracker bleu (50uM, Invitrogen) pendant 30min a 37°C, lavées et incubées avec les
cellules T primaires ou Jurkat pendant 1h ou 6h. Les lamelles sont traitées comme décrit

précédemment.
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12.2- Test d’étalement
Les lamelles sont recouvertes de poly-L-lysine 0.02% 30min RT, puis avec 10ug/mL
d’Ac anti-CD3/anti-CD28 et/ou de 'ICAM-1-Fc recombinant humain (R&D) sur la nuit a
4°C. Les cellules sont ensuite déposées sur lamelles en RPMI sans sérum pendant 10min a

37°C, puis marquées de la méme fagon que les conjugués.

12.3- Analyse des lames

Les images sont acquises avec un microscope a ¢épifluorescence (Nikon Eclipse 901)
équipé pour la déconvolution des images, avec un objectif 100X a immersion. Une série de
plans est prise pour chaque image, avec une distance de 0.2 pm entre chaque.

Les séries de plans pour chaque image sont déconvoluées automatiquement en
utilisant un algorithme dérivé de Gold-Meinel développé par la plateforme PICT-IBiSA de
I’Institut Curie (Sibarita, 2005). Les images sont ensuite analysées avec le logiciel Imagel.

La position des centrioles est calculée en générant un profil d’intensité de fluorescence
partant de la synapse vers I’extrémité de la cellule T. Pour les mesures d’étalement des
cellules sur les différents substrats (poly-L-lysine, anti-CD3/anti-CD28), on applique un seuil
de détection automatique mettant en évidence les contours des cellules. L’aire des cellules est
ensuite mesurée avec la fonction « Analyse de particules » d’Imagel. La quantification des
vésicules IFN-y a la synapse est réalisée sur des images 8-bits sur lesquelles on applique un
seuil de détection mettant en évidence des spots, qui sont ensuite comptés (uniquement les
spots supérieurs a 4pixels) avec la fonction « Analyse de particules » d’ImageJ. Au sein d’une
méme expérience, on applique un seuil de détection automatique pour toutes les images pour
sh-Ctl et sh-Cdc42. Ces valeurs sont notées, puis on retient la valeur médiane qui est ensuite
appliquée a toutes les images au sein d’une méme expérience. Pour la quantification de la
dispersion des vésicules IFN-y, les mémes images sont utilisées pour déterminer les positions
en x et en z du centre de masse de chaque spot, ces positions sont ensuite normalisées par
rapport aux tailles en x et en z de la synapse. Nous avons ensuite généré un graphique avec
toutes les images analysées (71 pour sh-Ctl et 64 pour sh-Cdc42), montrant la position relative

et la taille (aire des bulles) de chaque vésicule a la synapse.

12.4- Préparation des lames pour la microscopie électronique a balayage
Les lamelles sont recouvertes de poly-L-lysine 0.02% 30min RT, puis avec 10pug/mL
d’Ac anti-CD3/anti-CD28 et/ou de I'ICAM-1-Fc recombinant humain (R&D) sur la nuit a

4°C. Les cellules sont ensuite déposées sur lamelles en RPMI sans sérum pendant 10min a
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37°C, puis rincées en tampon PB (sans sel), fixées pendant 1h RT en tampon PB-2%
Glutaraldéhyde, et rincées en PB. Les échantillons sont ensuite préparés et observés dans le
service de M. Trichet (service de microscopie électronique, Institut de biologie intégrative,

IFR 83, Université Pierre et Marie Curie, Paris VI).

13- Vidéomicroscopie
13.1- Spinning-disk
Les images de fluorescence confocale réalisées au spinning-disk sont acquises sur un
TI-E Nikon équipé d’un objectif 60X a immersion. Les cellules Jurkat exprimant I’IFN-y-GFP
sont déposées sur une boite 35mm (Fluorodish) recouverte d’anticorps anti-CD3, placées sous
la chambre du vidéomicroscope a 37°C dans une atmosphere 5% CO2. L’acquisition est
réalisée avec le logiciel Metamorph, sur plusieurs plans (0,3um entre chaque), toutes les 5

secondes. Les films présentent le plan de contact entre la cellule et la lamelle.

13.2- Vidéomicroscope a épifluorescence

L’analyse du mouvement des cellules T primaires sur des surfaces recouvertes d’Ac
anti-CD3 ou d’ICAM-1 ou d’anti-CD3+ICAM-1, se fait sur un vidéomicroscope a
¢épifluorescence Nikon Ti équipé d’une caméra CCD (Roper Scientific), avec un objectif 20X
1.40NA. Les cellules sont préalablement marquées avec un CellTracker bleu (50uM,
Invitrogen) pendant 30min a 37°C, puis lavées. 60.000 cellules sont déposées par boite.
L’acquisition est faite avec le logiciel Metamorph, avec 6 plans espacés de 0.5um en
Transmission, et un plan au focus a chaque temps pour le CFP, toutes les 30sec pendant
30min, dans une atmosphere a 37°C 5% CO,. Les trajectoires, vitesse et mouvement des

cellules sont ensuite analysés avec le logiciel Imaris (Bitplane Scientific Software).

14- Analyse statistique

Nous avons utilisé un Student ¢ test paire pour ’analyse de la production des cytokines
dans les cellules T non traitées, traitées avec des drogues ou avec les lentivirus contenant le
sh-Contréle ou les deux sh-Cdc42; et un Student ¢ test impaire pour les analyses de
microscopie (exclusion de I’actine et dispersion des vésicules contenant I’IFN-y a la synapse).

Dans tous les cas les analyses sont réalisées avec le logiciel GraphPad Prism.

89



RESULTATS




1. Cdc42 controle le remaniement de l'actine a la synapse
nécessaire a la sécrétion des cytokines par les LT CD4* [article 1]

Cytokine secretion by CD4" T cells at the immunological synapse requires Cdc42-

dependent local actin remodeling but not microtubule organizing center polarity

Karine Chemin', Armelle Bohineust', Stéphanie Dogniaux, Marie Tourret, Sarah Guégan,
Francesc Miro, and Claire Hivroz
Journal of Immunology, 2012, 189 : 2159-2168. ' contributed equally to this work

Résumé

Comme nous I’avons vu dans D’introduction, la sécrétion des cytokines par les
lymphocytes T CD4" joue un role majeur dans la mise en place de la réponse immunitaire
adaptative. Cependant, la facon dont les cytokines une fois produites, étaient transportées dans
la cellule T et la régulation éventuelle de leur sécrétion n’étaient pas décrites. Dans cette
¢tude, nous avons analys¢ le réle du remaniement du cytosquelette a la synapse
immunologique dans la sécrétion des cytokines. Nous avons montré que la petite Rho GTPase
Cdc42, contrdlait la sécrétion de I’TFN-y dans les lymphocytes T CD4" primaires humains. De
fagon surprenante, la polarit¢ du MTOC a la synapse n’est pas controlée par Cdc42, et
contrairement a la polymérisation des microtubules, n’est pas nécessaire a la sécrétion des
cytokines. Nous avons également montré que la réorganisation de 1’actine a la synapse, qui
dépend de Cdc42, controle la formation d’un anneau d’actine polymérisée a la synapse, la
concentration des vésicules contenant ’'IFN-y a ’intérieur de cet anneau, et la sécrétion de

I’IFN-y vers la cellule présentatrice d’antigenes.

1.1- Introduction

La production des cytokines sécrétées par les lymphocytes T CD4 " est régulée par de
nombreux événements bien connus, comme la signalisation par le TCR et les molécules de
co-stimulation, la régulation de la transcription, le contrdle de la stabilité des ARNm, ainsi

que des modifications épigénétiques, mais les étapes d’exocytose n’étaient a ce jour pas
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clairement décrites. Il avait ét€ montré il y a une vingtaine d’années que les cytokines étaient

polarisées vers la cellule présentatrice (Kupfer et al., 1991), et plus récemment, il avait été
proposé que les cytokines sécrétées par les cellules T CD4 " activées, utilisaient au moins deux
voies distinctes : ’'une dirigée vers la CPA et I’autre multidirectionnelle (Huse et al., 2006).
Dans les lymphocytes T CDS8”, il avait été montré que la réorganisation des cytosquelettes
d’actine (Banerjee et al., 2007; Butler and Cooper, 2009; Orange et al., 2002) et de
microtubules (Kupfer and Dennert, 1984; Stinchcombe et al., 2006; Tsun et al., 2011) a la
synapse jouaient un réle majeur dans le transport et la sécrétion des granules cytotoxiques
vers la cellule cible. Nous avons donc cherché a comprendre le role du remaniement du
cytosquelette a la synapse dans 1’exocytose des cytokines. Pour cela, nous avons utilisé¢ une
approche d’extinction lentivirale avec des short hairpin RNA (shRNA) pour inhiber
I’expression de Cdc42 et étudier I’effet de cette inhibition sur le remaniement du cytosquelette

et la sécrétion de cytokines dans les lymphocytes T CD4 "

1.2- Résultats

1.2.1- En absence de Cdc42, la sécrétion des cytokines est altérée dans les

lymphocytes T CD4" primaires humains

Dans ce projet, nous ¢étudions le réle de la réorganisation du cytosquelette a la synapse
dans la sécrétion des cytokines, en utilisant une approche d’inhibition de I’expression de
Cdc42. Nous avons donc débuté cette ¢tude en analysant I’effet de I’absence de Cdc42 sur la
sécrétion des cytokines. Les lymphocytes T CD4 " primaires humains sont infectés avec des
lentivirus contenant un shRNA controle ou deux shRNA dirigés contre Cdc42. Le niveau
d’expression de Cdc42 est inhibé de 56% pour le shCdc42-1 et de 76% pour le shCdc42-3
(Figure 2.1.A-B). Les cellules T transduites sont activées pendant 6h avec des billes
recouvertes d’anticorps anti-CD3+anti-CD28 ou avec des cellules dendritiques autologues
chargées en superantigénes. On observe une inhibition de la concentration d’IFN-y dans le
surnageant (Figure 2.1.C), des LT exprimant les shRNAs spécifiques de Cdc42, qui dépend
du niveau d’inhibition de chaque sh-Cdc42. Cette diminution d’IFN-y dans le surnageant est
due a une inhibition au niveau de la sécrétion et pas au niveau de la transcription, comme le
montre le taux identique d’ARNm exprimé par les LT activés exprimant le sh-Ctl ou les deux

sh-Cdc42 (Figure 2.1.D), ou au niveau de la traduction de la protéine comme le montrent les
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quantités équivalentes d’IFN-y mesurées par FACS intracellulaire (Figure 2.1.E-G).

Ce défaut de sécrétion apparait comme général et non restreint a I’IFN-y, compte tenu
du profil de sécrétion d’une autre cytokine, TNF-a, et de la chimiokine MIP1-a (Figure 2.1H-
I). Nous avons confirmé ces résultats dans le modéle Jurkat également utilisé au cours de
cette étude. Dans ces expériences, les cellules Jurkat sont infectées avec les lentivirus
contenant les shRNA, et avec un lentivirus codant pour une construction IFN-y-GFP. Dans
ces cellules, I’expression de Cdc42 est inhibée de 60 et 80% pour le shCdc42-1 et shCdc42-3
respectivement (Figure 2.2.A-B). Lorsque les Jurkat exprimant le shRNA et I'IFN-y-GFP
sont activées avec des cellules B Raji en présence de sAg SEE, on observe la méme inhibition
de la sécrétion de I'IFN-y-GFP que celle mise en évidence dans les cellules T primaires. Les
niveaux d’inhibition de sécrétion corrélent également avec les niveaux d’inhibition de
I’expression de Cdc42 par les deux shRNA (Figure 2.2.C). La encore, seule la sécrétion est
altérée, et non le niveau intracellulaire d’IFN-y (Figure 2.2.D).

Nous avons donc montré ici que Cdc42 est nécessaire a la sécrétion de cytokines et

chimiokines par les LT CD4".

1.2.2- L’inhibition d’expression de Cdc42 n’affecte pas la polarisation du

MTOC a la synapse dans les cellules T primaires et Jurkat

Nous avons initialement émis 1’hypothése que le remaniement des cytosquelettes
d’actine et de microtubules contrdlait la sécrétion des cytokines, et il a ét¢ montré que Cdc42
controlait la polarisation du MTOC a la synapse (Stowers et al., 1995), nous avons donc
supposé que Cdc42 controdlait la sécrétion d’IFN-y en régulant la polarisation du MTOC et le
transport de I'[FN-y a la synapse. Pour tester cette hypothése, nous avons activé les
lymphocytes T primaires exprimant un shRNA contréle ou spécifique de Cdc42 avec des
billes recouvertes d’anti-CD3+anti-CD28, ou avec des DCs autologues chargées en sAg, et
nous avons observé au microscope la position du MTOC et de I'I[FN-y dans ces cellules T
(Figure 2.3.A). L’inhibition de Cdc42 par les shRNA dans les LT primaires n’affecte
globalement pas la polarisation du MTOC ou des vésicules contenant I’'IFN-y. Le contrdle de
la polarisation du MTOC par Cdc42 dans les LT était encore sujet a controverse. Nous avons
donc quantifié plus précisément la polarisation du MTOC dans les lymphocytes T primaires
exprimant les shRNA (Figure 2.3.B) et dans les cellules Jurkat exprimant les ShRNA et une

construction centrine-GFP, permettant de visualiser le centrosome (Figure 2.3.C-D). Pour les
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cellules T primaires, la position du MTOC, déterminée comme le signal Tubuline-a
maximum, est comptée a 1’aveugle en distinguant trois positions : distale, proximale
(polarisée vers la CPA) et « docked » (collée a la synapse). Une moyenne de 55 conjugués est
comptée pour chaque condition de stimulation (bille vs DC) et pour chaque shRNA (contrdle,
Cdc42-shl et sh3), et cette quantification confirme que I’inhibition de Cdc42 n’altére pas le
recrutement du centrosome a la synapse. Nous obtenons le méme résultat en mesurant la
distance entre le MTOC (signal centrine-GFP) de LT Jurkat et la synapse formée avec des LB
Raji-SEE, montrant que Cdc42 ne contrdle pas non plus la polarisation du MTOC dans le
modele Jurkat. Ce résultat confirme des résultats publiés par le groupe de Billadeau (Gomez
et al., 2007). Les différences observées, dans différents types cellulaires, pour le role joué par
Cdc42 dans la polarit¢ du MTOC refleétent probablement le fait que Racl joue un rdle
important dans la polarité des LT (Gomez et al., 2007).

1.2.3- La polarisation du MTOC a la synapse n’est pas nécessaire a la

sécrétion des cytokines par les LT

Nous venons donc de montrer que Cdc42 controlait la sécrétion de I’IFN-y mais pas la
polarisation du centrosome. Ce dernier résultat était toujours sujet a controverse jusqu’a
présent, nous avons donc voulu nous assurer qu’effectivement il n’y avait pas de lien entre
polarit¢ du MTOC et sécrétion d’IFN-y, d’autant plus que le role de la polarisation du
centrosome a la membrane dans le transport et le recrutement a la synapse des granules
cytotoxiques (Stinchcombe et al., 2000) et de certains récepteurs membranaires (Bertrand et
al., 2010; Das et al., 2004; Tourret et al., 2010) avait déja été décrit. Nous avons donc inhibé
la polarisation du MTOC avec un inhibiteur des PKC atypiques dans des LT CD4" primaires
humains, et analysé I’effet sur la sécrétion d’IFN-y. Les LT traités ou non avec le pseudo-
substrat des PKC atypiques ont été activés sur lame avec des cellules dendritiques chargées en
sAg pendant 6h. Les cellules ont été fixées, perméabilisées et marquées avec des Ac anti-
Tubuline-a et anti-IFN-y, et avec la phalloidine marquant 1’actine polymérisée (Figure
2.4.A). Le traitement avec I’inhibiteur induisait bien un défaut de polarisation du MTOC,
comme le montrent les images de microscopie et la quantification réalisée en aveugle, de la
polarisation du MTOC dans les conjugués LT-DCsAg (Figure 2.4.B). Les LT traités ou non
avec I’inhibiteur ont été activés en parallele avec des DC chargées en sAg pendant 20h en

plaque, et les concentrations d’IFN-y dans les surnageants mesurées par ELISA (Figure
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2.4.C). L’inhibition de la polarisation du MTOC n’affectait pas la sécrétion de la cytokine.
Les mémes expériences ont été réalisées avec le modele d’activation des cellules T avec des
billes anti-CD3+anti-CD28 (Figure 2.4.D-E), et on obtient les mémes résultats a savoir pas
d’inhibition de la sécrétion d’IFN-y en absence de polarité du centrosome. On remarque
méme que les concentrations d’IFN-y sont supérieures lorsque les cellules T sont traitées avec

I’inhibiteur des PKC atypiques, mais nous reviendrons plus tard sur ce résultat.

Ainsi la polarit¢ du MTOC n’est pas nécessaire a la sécrétion des cytokines, cela
suggere que si les cellules T sont en conjugués avec plusieurs CPA, ces derniéres recoivent un
signal cytokinique. Mais cela ne signifie pas que toutes les CPA vont recevoir la méme
qualité de signal, car notre équipe et d’autres ont récemment montré que la polarité des LT a
la synapse était nécessaire a la sécrétion d’IL-12 dépendante de CD40L par les DC (Bertrand
et al., 2010; Tourret et al., 2010).

1.2.4- L’intégrité du réseau de microtubules est nécessaire a la sécrétion

des cytokines

La polarisation du MTOC n’est donc pas nécessaire a la sécrétion de I’IFN-y, nous
nous sommes ensuite demandé si le réseau de microtubules était important pour le relargage
de la cytokine. Pour cela, nous avons traités les cellules T CD4" primaires avec la colchicine,
une drogue qui inhibe la polymérisation des microtubules et la polarisation du MTOC. Les
cellules sont pré-traitées Smin avec la drogue ou le controle Dmso, lavées trois fois, puis
laissées en milieu complet a 37°C pendant 1h, pour laisser le temps aux cellules de se
débarrasser des excédents de colchicine. Notre équipe avait précédemment montré que ce
traitement n’affectait pas la viabilité des cellules, 1’activation des LT avec des DC ou des
billes, ou encore la formation de conjugués (Tourret et al., 2010). Les cellules sont relavées
puis incubées avec des billes anti-CD3+anti-CD28 ou des cellules dendritiques chargées en
sAg pendant 8h sur lamelles poly-L-lysine ou en plaque 96 puits (Figure 2.5). On vérifie tout
d’abord par microscopie 1’efficacité du traitement colchicine (ColX) en marquant le réseau de
microtubules avec un Ac anti-Tubuline-o, on marque également I’IFN-y, et on observe que le
réseau de microtubules a bien disparu dans les cellules traitées colchicine, seul le MTOC est
visible (Figure 2.5.A). L’IFN-y semble dispers¢ dans les cellules traitées colchicine,

suggérant un réle des microtubules dans le transport des vésicules contenant I’IFN-y. En
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paralléle, les cellules T traitées ou non avec la colchicine sont activées en plaque avec les
billes ou les DCsAg. Les surnageants sont récupérés au bout de 6h et les concentrations
d’IFN-y sont analysées par ELISA (Figure 2.5.B). On observe une forte inhibition de
lasécrétion apres traitement avec la colchicine. Les cellules sont lysées au bout des 6h
d’activation et les lysats sont analysés par PCR quantitative (Figure 2.5.C), et on observe que
le défaut de sécrétion n’est pas dii a un défaut de production d’IFN-y, en tout cas au niveau
transcriptionnel. L’analyse par FACS intracellulaire du pourcentage de cellules exprimant
I’IFN-y et de I’intensité de fluorescence (Figure 2.5.D) confirme que les cellules traitées a la
colchicine produisent de I’TFN-y. On remarque également un pourcentage de cellules IFN-y"
et une MFI supérieures dans les cellules traitées colchicine par rapport au controle Dmso,

probablement dii a une accumulation de la cytokine non sécrétée.

Ces résultats montrent donc que la polymérisation des microtubules, permettant le
maintien de I’intégrité du réseau, est nécessaire a la sécrétion d’IFN-y et non a la production,

et que la polarisation du MTOC ne joue pas de role dans 1’exocytose de la cytokine.

1.2.5- Le remaniement de I’actine a la synapse est altéré dans les cellules T

ayant perdu ’expression de Cdc42

Nous avons montré que Cdc42 ne controlait pas la polarisation du MTOC, nous nous
sommes ensuite intéressés au role de Cdc42 dans le remaniement du cytosquelette d’actine a
la synapse. Pour cela, les cellules T primaires infectées avec les lentivirus contenant le
shRNA contréle ou les deux shRNA spécifiques de Cdc42 ont été activées pendant 6h sur des
lamelles poly-L-lysine avec des billes ou des cellules B Raji chargées en sAg. Les cellules
sont fixées, perméabilisées et marquées avec un Ac anti-Tubuline-a et la phalloidine pour
marquer ’actine polymérisée. Les lames sont analysées au microscope et 1’analyse est faite
sur les projections de tous les plans et sur les projections orthogonales de la zone synaptique
(Figure 2.6.E et G). On remarque que I’actine polymérisée est normalement concentrée a la
synapse et le MTOC bien polarisé vers la cellule B ou la bille dans les cellules controles ou en
absence de Cdc42. Mais lorsqu’on analyse plus précisément le remaniement de 1’actine au
niveau de la zone synaptique, on remarque que 1’actine polymérisée est bien exclue du centre
de la synapse dans les cellules controles comme précédemment décrit(Dustin and Cooper,

2000), mais pas dans les cellules exprimant les sh-Cdc42. De plus, comme montré
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précédemment, le MTOC est recruté a la synapse dans les deux conditions. Nous avons alors
cherché a quantifier ce défaut d’exclusion d’actine observé dans les cellules exprimant les sh-
Cdc42. Pour cela les six plans médians sur les projections orthogonales des zones synaptiques
ont été sélectionnés (Figure 2.6.B), et ont été utilisés pour obtenir les profils d’intensité de
fluorescence de 1’actine polymérisée marquée avec la phalloidine (Figure 2.6.C). On
détermine ensuite la valeur d’intensité de fluorescence maximum aux bords de la synapse
(valeur « a »), et la moyenne des intensités de fluorescence au centre de la synapse (valeur
« b »). Le ratio entre ces deux valeurs nous donne une valeur numérique permettant d’évaluer
I’exclusion de I’actine au centre de la synapse. Plus le ratio tend vers zéro et plus I’actine est
concentrée au niveau du pSMAC, plus le ratio tend vers un et moins 1’actine est exclue du

cSMAC.

Cette quantification nous a permis de confirmer que I’actine polymérisée était moins
exclue du centre de la synapse dans les cellules Jurkat exprimant les sh-Cdc42 en conjugués
avec des LB Raji (Figure 2.6.D), ainsi que dans les cellules T primaires exprimant les sh-

Cdc42 en conjugués avec des billes (Figure 2.6.F) ou des LB Raji (Figure 2.6.H).

1.2.6- Le recrutement et la sécrétion des vésicules contenant ’IFN-y a la

synapse requiere un remaniement de I’actine dépendant de Cdc42

Jusqu’ici nos résultats ont montré que Cdc42 controlait la sécrétion des cytokines dans
les lymphocytes T et 1’exclusion de I’actine au centre de la synapse. Pour tenter de
comprendre comment ce défaut de remodelage de ’actine pouvait affecter la sécrétion de
I’IFN-y, nous avons suivi de fagon dynamique les mouvements des vésicules contenant la
cytokine. Les cellules T Jurkat ont été infectées avec les lentivirus contenant les sh-RNA
controle ou spécifique de Cdc42, et avec un lentivirus codant pour I’'IFN-y-GFP. Ce vecteur
ne contient pas de résistance a la puromycine, seules survivront les cellules qui auront intégré
le shRNA et 'IFN-y-GFP ou uniquement le shRNA. Ces cellules sont déposées sur des
lamelles recouvertes d’Ac anti-CD3 et placées sous la chambre du spinning disk a 37°C. Ce
modele trés utilisé (Bunnell et al., 2001) d’étalement des cellules T au contact des anticorps
activateurs, permet de mimer d’une fagon trés minimaliste une cellule présentatrice, et ainsi
de mieux visualiser ce qui sera considéré comme la zone synaptique. La figure 2.7.A présente

les images de la zone de contact entre la cellule T et la lame, issues du film réalisé au
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vidéomicroscope. Dans les cellules contrdles, la majorité des vésicules contenant I’IFN-y est
concentrée dés que la cellule rentre en contact avec la lame. Les vésicules en périphérie
semblent transportées progressivement vers le centre de la cellule. Dans les cellules exprimant
le sh-Cdc42, les vésicules sont moins concentrées lorsque la cellule rentre en contact avec la

lame et les vésicules restent en périphérie sans rejoindre le centre de la cellule.

Cette observation suggere une fois encore un défaut de transport des vésicules IFN-y,
ainsi qu’un défaut de concentration des vésicules au centre de la cellule. Nous avons alors
analysé la distribution des vésicules a la synapse entre LT Jurkat et LB Raji (Figure 2.7.B) et
entre LT primaires et cellules dendritiques (Figure 2.7.D). Dans les deux cas, I'IFN-y est
concentré autour du MTOC polarisé a la synapse, dans une zone contenant peu d’actine
polymérisée, pour les cellules controles. Mais dans les cellules exprimant les sh-Cdc42,
I’actine est moins exclue du centre de la synapse, le MTOC est toujours polaris¢ vers la
cellule présentatrice, et les vésicules IFN-y sont dispersées a la synapse. Pour quantifier cette
dispersion, nous avons utilis¢ les projections orthogonales des zones synaptiques avec les
marquages [FN-y, sur lesquelles a été appliqué un seuil de détection (Figure 2.7.C). Pour
déterminer ce seuil, toutes les images pour sh-Contrdle et sh-Cdc42 d’une méme expérience
sont ouvertes sur le logiciel ImagelJ et on applique un seuil automatique. Cette valeur est notée
et on applique finalement le méme seuil a toutes les images au sein d’une méme expérience,
correspondant a la valeur médiane de tous les seuils détectés de facon automatique. On
détermine ensuite grace a la fonction d’analyse des particules du logiciel, le nombre et la taille
des spots sur chaque image. Cette quantification a mis en évidence un plus grand nombre de
spots a la synapse des cellules exprimant les sh-Cdc42 que des cellules contrdles, dans le
modele Jurkat (Figure 2.7.C) et dans le modele de LT primaires (Figure 2.7.E).
L’augmentation du nombre de spots suggere une distribution plus dispersée des vésicules
IFN-y. Afin d’analyser plus précisément la localisation de ces vésicules, nous avons repris les
projections orthogonales décrites précédemment, et nous avons déterminé la position en x et
en z du centre de masse de chaque vésicule. Ces valeurs ont €té normalis€es en fonction de la
taille de la synapse pour chaque cellule, puis superposées sur le méme graphe. Ceci nous
permet d’avoir une image moyenne du marquage IFN-y a la synapse dans les deux conditions
expérimentales utilisées : LT exprimant le shRNA contrdle et LT exprimant un shRNA
spécifique de Cdc42. Cette analyse montre que le marquage de I’IFN-y est concentré au centre
de la synapse dans les cellules contrdles et dispersées sur toute la zone synaptique dans les

cellules exprimant sh-Cdc42 (Figure 2.8). Cette quantification a également confirmé qu’il n’y
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avait pas de défaut de production d’IFN-y dans les cellules sh-Cdc42, car la somme des aires
des vésicules analysées pour chaque condition est identique. Nous avons mis en évidence
jusqu’a présent que Cdc42 contrdlait la réorganisation de 1’actine polymérisée a la synapse,
nécessaire a la concentration des vésicules IFN-y, et que ’absence de Cdc42 inhibait la
sécrétion de la cytokine. Ces résultats suggérent que I’exclusion de I’actine est nécessaire au
relargage de DI'IFN-y dans la zone synaptique. Nous avons donc suppos¢ que la
dépolymérisation de I’actine dans les sh-Cdc42 permettrait de restaurer la sécrétion d’IFN-y.
Afin de tester cette hypothése, nous avons activé les LT primaires exprimant le sh-Ctl ou les
deux sh-Cdc42 avec des billes anti-CD3+anti-CD28 pendant 6h a 37°C, et ajouté une faible
concentration de latrunculine-B, une drogue qui bloque la polymérisation de 1’actine, pendant
les trois dernieres heures d’activation. En effet, il a ét¢é montré que la latrunculine-B bloquait
la formation des conjugués entre LT et cellule présentatrice et I’activation du LT. On active
donc les LT pendant 3h, permettant ainsi aux conjugués de se former, sans bloquer
I’activation des cellules T, puis on ajoute la latrunculine afin de n’intervenir qu’au niveau de
I’étape de sécrétion de ’IFN-y. Les concentrations d’IFN-y sont dosées par ELISA dans les
surnageants, et normalisées pour chaque shRNA par rapport aux concentrations obtenues dans
la condition traitée en dmso (Figure 2.9). On observe que l’addition de latrunculine-B
restaure partiellement la sécrétion d’IFN-y par les cellules exprimant les sh-Cdc42. Ceci
suggere fortement que la dynamique de polymérisation et dépolymérisation de 1’actine a la

synapse contrdle le recrutement et le relargage d’IFN-y vers la cellule présentatrice.

1.3- Discussion

Nous avons donc montré avec cette étude que la réorganisation du cytosquelette
d’actine a la synapse était dépendante de Cdc42 et contrdlait le recrutement et la
concentration des vésicules contenant I’IFN-y, et le relargage final de la cytokine vers la

cellule présentatrice (Figure 2.10).

1.3.1- Le remaniement de I’actine controle I’exocytose des cytokines : quel

pourrait étre le mécanisme ?

Il a récemment ét¢ montré dans les mastocytes que les deux protéines régulatrices de

I’actine, Coronine la et 1b, contrdlaient la sécrétion des cytokines sans affecter leur
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production (Foger et al., 2011). Dans cette étude, les auteurs suggérent que les fonctions
régulatrices d’actine de la coronine contrdleraient le trafic vésiculaire. En effet, des processus
dépendants de 1’actine ont été impliqués dans le transport de vésicules du Golgi vers la
membrane plasmique (Miserey-Lenkei et al., 2010), une voie de transport cellulaire utilisée
pour I’exocytose de cytokines nouvellement synthétisées. L’actine pourrait également former
une barriére physique a la synapse bloquant 1’accés des vésicules contenant les cytokines,
comme il a ét¢ montré pour le relargage de granules dans les cellules chromaffines (Perrin and
Aunis, 1985). Toutefois, la formation dynamique de nouveaux filaments d’actine est sans
doute nécessaire au recrutement et a 1’accrochage des vésicules a la membrane plasmique,
comme c’est le cas pour les granules cytolytiques dans les cellules NK (Brown et al., 2011;

Rak et al., 2011).

Deux mois apres la publication de cet article, deux autres ont été publiés montrant que
dans les cellules NK, les vésicules contenant ’IFN-y ainsi que les granules cytotoxiques
étaient localisées a la synapse au niveau de zones libres d’actine polymérisée (Brown et al.,
2012), et que les mouvements de ces granules ¢était controlée par la dynamique de
polymérisation d’actine (Mace et al., 2012). Ces résultats ainsi que les notres suggerent que la
dynamique de polymérisation de I’actine a la synapse permet a la fois ’accrochage de

vésicules et granules dans cette zone et I’ouverture de « pores » permettant leur exocytose.

1.3.2- Quels sont les régulateurs en aval de Cdc42 ?

Il a été montré que WASp qui interagit avec Cdc42 (Zeng et al., 2003) et lie la
signalisation du TCR aux remaniements de 1’actine (Cannon et al, 2001 ; Badour et al, 2003),
contrdle la sécrétion en aval de Cdc42 dans des cellules neuroendocrines via la formation de
nouveaux filaments d’actine (Gasman et al., 2004). Les LT de souris WASp KO produisent
aussi de 'IFN-y sans le sécréter (Morales-Tirado et al., 2004). IQGAP1 contréle la sécrétion
dans les cellules pancrétiques B et les cellules de carcinome de sein (Rittmeyer et al, 2008 ;
Sakurai-Yageta et al, 2008), ainsi que I’exocytose des granules cytolytiques par les
cellules NK (Kanwar and Wilkins, 2011). C’est également un régulateur de I’actine (Brandt
and Grosse, 2007). De plus IQGAP1 lie a la fois des protéines régulant 1’actine (Brandt et al,
2007 ; Le Clainche et al, 2007) et des protéines liant I’extrémité plus des microtubules
(Fukata et al., 2002), ce qui fait de cette protéine un candidat idéal pour poursuivre la

description du mécanisme de régulation de la sécrétion des cytokines par le cytosquelette.
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2. Role d'IQGAP1 dans la signalisation en aval du TCR et la
réorganisation du cytosquelette d’actine [résultats complémentaires]

2.1- Introduction

Notre ¢étude précédente a permis de mettre en évidence que la derniére étape de
production de ’IFN-y, I’exocytose, était régulée par le cytosquelette du LT. Nous savons
maintenant que Cdc42 permet d’ouvrir le réseau d’actine polymérisée au niveau du cSMAC,
mais par quel mécanisme ? Les films réalisés sur les cellules exprimant I’IFN-y-GFP et
¢talées sur les lames recouvertes d’Ac anti-CD3 et les expériences d’inhibition de la
polymérisation des microtubules suggéraient que les vésicules d’IFN-y étaient recrutées a la
synapse via le réseau de microtubules, mais on ignore encore comment, et quelles sont les
protéines impliquées. Pour tenter de répondre a cette question nous nous sommes intéressés a
I’'un des partenaires de Cdc42, IQGAPI1. Cette protéine liant a la fois I’actine polymérisée
(Bashour et al., 1997) et les microtubules via CLIP-170 (Fukata et al., 2002), son inhibition
pourrait nous en apprendre beaucoup sur le réle du cytosquelette dans la sécrétion des
cytokines.

Nous avons donc débuté cette étude en espérant poursuivre la description du
mécanisme de régulation de 1’exocytose des cytokines, conforté par les résultats récents
décrivant le lien entre IQGAPI1 et le complexe exocyste (Sakurai-Yageta et al., 2008), et
démontrant que ces deux partenaires favorisaient 1’accumulation de métalloprotéases a
I’invadopode des cellules cancéreuses, et la dégradation de la matrice extracellulaire. Le
paralléle avec la sécrétion des cytokines a la synapse par les LT CD4 était envisageable.

Au moment de la mise en place de ce projet, peu de choses étaient connues sur le role
d’IQGAPI1 dans les LT. Le groupe de G. Griffiths avait décrit dans les CTL, une localisation
d’IQGAP1 a la synapse au niveau de I’anneau d’actine polymérisée, exclue du cSMAC
(Stinchcombe et al., 2006). De plus, un article du groupe de D. Billadeau portant sur le role
des formines dans la mise en place de la synapse (Gomez et al., 2007), suggérait en discussion
qu’IQGAP1 controlait la polarisation du MTOC a la synapse dans la lignée Jurkat. Il semblait
donc que cette protéine pouvait jouer un réle dans le remaniement du cytosquelette des LT a
la synapse et de ce fait pouvait étre un bon candidat dans le controle de I’exocytose des

cytokines.
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Figure 2.11 : Efficacité de I’inhibition de ’expression d’IQGAP1

(A et B) Analyse par Western-Blot de ’expression d’IQGAP]1 dans les LT primaires (A) et les cellules Jurkat
(B) transduits avec les shRNA. L’expression de GP96 (A) et de la Tubuline-a (B) sont utilisés comme contréle

de charge.
(C) Analyse du taux d’inhibition au niveau de ’ARNm IQGAP1 par Q-PCR dans les LT Jurkat, exprimé en

pourcentage par rapport au controle.
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Figure 2.12 : Localisation d’IQGAP1 dans les LT CD4"

Les LT CD4" primaires sont activés avec des billes anti-CD3+anti-CD28 pendant 30min a 37°C, ou sur lamelles
poly-L-lysine 0.02%, ou 10min sur lamelles recouvertes d’Ac anti-CD3-+anti-CD28. Les cellules Jurkat sont
déposées 10min sur lamelles recouvertes d’Ac anti-CD3. Les lames sont ensuite fixées, perméabilisées et
marquées avec des Ac anti-IQGAP1, anti-Tubuline-a, et la phalloidine pour marquer I’actine polymérisée. Les
images des conjugués LT-billes ou des cellules sur poly-L-lysine correspondent a la projection de tous les plans,
les images des cellules étalées sur anti-CD3+/-anti-CD28 présentent le plan de contact entre la cellule et la
lamelle. Barre d’échelle : Spum.



Cependant, je ne peux plus écrire aujourd’hui d’introduction sur ce projet sans citer
’article publié I’année derniére également par le groupe de D. Billadeau, décrivant le role
d’IQGAPI dans la polymérisation d’actine, la signalisation par le TCR et la production de
cytokines par les lymphocytes T CD4 et CD8 murins (Gorman et al., 2012). Cet article est
arrivé un peu trop tot de notre point de vue, mais nous discuterons plus tard certains de ces
résultats, et nous montrerons qu’ils nous ont a la fois confortés dans nos recherches et poussés
a démontrer qu’ils ne reflétaient que partiellement le role d’ IQGAPI.

Revenons aux idées de départ qui nous ont amenées a construire ce projet. [QGAP1
semblait donc le candidat idéal pour continuer a décrire le role du cytosquelette dans la
sécrétion des cytokines. Pour cette étude nous avons utilisé la méme approche d’inhibition de
I’expression d’IQGAPI1 dans les lymphocytes T CD4 humains primaires ou Jurkat, avec les
lentivirus contenant des shRNA (Figure 2.11), pour décrire I’effet de I’inhibition d’IQGAP1
sur le remaniement des cytosquelettes d’actine et de microtubules et sur la sécrétion de

cytokines.

2.2- Résultats

2.2.1- Localisation A’ IQGAP1 dans les lymphocytes T CD4"

Comme mentionné précédemment, il avait ét¢ montré qu’lIQGAP1 co-localisait avec
I’actine-F a la synapse, et était donc exclue du cSMAC dans les CTL (Stinchcombe et al.,
2006). La premiére étape de cette étude était de décrire la localisation d’IQGAPI1 dans nos
modéles de LT primaires et Jurkat. Les LT CD4" primaires sont activés comme
précédemment avec des billes anti-CD3+anti-CD28 permettant de bien visualiser 1’exclusion
de I’actine a la synapse. Les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées avec des Ac anti-
Tubuline-a, anti-IQGAP1 et la phalloidine (Figure 2.12). On observe une co-localisation
entre IQGAP1 et I’actine polymérisée. La rotation de 90° des images met en évidence
I’exclusion d’IQGAPI et de I’actine-F au niveau du centre de la synapse entre LT et billes, et
la polarisation du MTOC vers la bille. Les images d’étalement des cellules T primaires et
Jurkat sur des lames recouvertes d’Ac anti-CD3/anti-CD28 et anti-CD3 respectivement,

indiquent qu’IQGAP]1 est concentré avec 1’actine polymérisée au niveau du lamellipode.
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Figure 2.13 : Réle d’IQGAP1 sur I’exclusion de I’actine et la polarisation du MTOC

(A) Conjugués entre LT primaires transduis avec les shRNA et LB Raji chargés en sAg, et projections orthogonales des zones
synaptiques. Barres d’échelle : 5um. (B) Quantification de ’exclusion de I’actine a la synapse pour chaque condition. Chaque
point représente une cellule (description de la quantification Figure 2.6.A-D).

(C) Quantification en aveugle de la polarisation du MTOC (quantification identique a celle réalisée Figure 2.3.B).
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Figure 2.14 : Réle d’IQGAP1 dans le remaniement de I’actine

(A et C) Cellules Jurkat (A) et primaires (C) transduites avec les sShRNA étalées 30min sur lamelles poly-L-lysine ou 10min
sur lamelles recouvertes d’Ac anti-CD3 (A) ou antiCD3+antiCD28 (C), marquage phalloidine.

(B et D) Description de la quantification de 1’étalement des cellules, avec mesure de I’aire, et quantification de 1’étalement des
Jurkat (B) et T primaires (D).



Cette localisation est cohérente avec le fait qu’IQGAPI lie directement 1’actine-F au niveau

de son domaine CHD (Fukata et al., 1997).

2.2.2- Role d’IQGAP1 sur le remaniement du cytosquelette

IQGAP1 qui lie I’actine-F co-localise donc avec 1’actine polymérisée a la synapse et
dans le lamellipode, et IQGAPI se lie a Cdc42 (Hart et al., 1996) qui contrdle la
réorganisation de 1’actine a la synapse, nous avons donc analysé I’effet de I’inhibition de
I’expression d’IQGAP1 dans les LT sur la réorganisation de 1’actine. Les LT primaires
exprimant le shRNA controle ou les deux shRNA spécifiques pour IQGAPI sont activés avec
des LB Raji chargés en sAg sur lames pendant 1h. Les cellules sont fixées, perméabilisées et
marquées avec un Ac anti-Tubuline-a et la phalloidine (Figure 2.13.A). Les projections
orthogonales des zones synaptiques sont utilisées pour quantifier I’exclusion de ’actine du
centre de la synapse, quantification d’autant plus nécessaire qu’aucune différence ne ressort
visuellement. On utilise pour cela la méme stratégie que celle utilisée pour Cdc42 (Figure
2.6.A-D). Cette quantification indique que 1’actine polymérisée est moins exclue du centre de
la synapse dans les cellules exprimant les sh-IQGAP1 que dans les cellules contrdles (Figure
2.13.B). Le résultat est significatif pour le shIQGAP-1 et on observe la méme tendance pour

le deuxieme sh-IQGAPI.

La quantification de la polarisation du MTOC vers la cellule présentatrice est
¢galement réalisée sur ces images, en utilisant une fois encore la stratégie utilisée pour le
projet Cdc42 (Figure 2.3.B), et ne montre pas de différence entre le sh-Controle et les sh-
IQGAPI. Ces résultats sont similaires a ceux publiés il y a quelques mois (Gorman et al.,

2012).

Les résultats sur 1’exclusion de I’actine a la synapse étaient surprenants. En effet le
lien direct entre I’actine-F et IQGAPI1 et les résultats sur Cdc42 nous permettaient d’envisager
un résultat plus net. Nous avons donc réalisé des expériences d’étalement des cellules Jurkat
et T primaires sur des lames poly-L-lysine ou recouvertes d’Ac activateurs anti-CD3 et anti-
CD3+anti-CD28 respectivement (Figure 2.14). Les cellules sont fixées et marquées avec la
phalloidine. Au contact des Ac activateurs, les cellules T s’étalent, ces changements
morphologiques sont dépendants entre autres de I’actine. Ce modele nous permet donc de

détecter si les cellules ont un défaut général de polymérisation et/ou d’organisation de
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Figure 2.15 : IQGAP1 controle I’étalement des cellules T

(A) Présentation de la machine Xcelligence (d’apreés le site de Roche), des plaques et description de la mesure
d’impédance.

(B) Les cellules T primaires transduites avec les sShRNA sont activées sur puits recouverts de poly-L-lysine ou
d’Ac anti-CD3+antiCD28, en plaque 16 puits Xcelligence. Les courbes représentent la mesure de 1’'impédance
toutes les 10 secondes pendant 2h.

(C) Quantification de la pente de chaque courbe a 10 min et 20 min.

(D) Les cellules T primaires transduites avec les ShRNA sont activées 10min sur lames recouvertes d’Ac anti-
CD3+antiCD28, et observées par microscopie ¢lectronique a balayage.



I’actine, méme si I’étalement implique également d’autres protéines comme les myosines. On
remarque de facon trés nette que les cellules qui ont perdu I’expression d’IQGAP1
(shIQGAP) ne s’étalent pas autant que les cellules contrdles au contact des Ac activateurs
dans nos deux modeles : Jurkat (Figure 2.14.A) et LT primaires (Figure 2.14.C). Pour
quantifier ce défaut d’étalement, nous avons appliqué un seuil de détection de I’intensité de
fluorescence de la phalloidine, identique pour chaque condition, permettant de mesurer 1’aire
de la cellule. Cette mesure d’aire indique clairement 1’augmentation de la taille des cellules au
cours du temps pour les cellules controles mais pas pour les cellules qui n’expriment plus
IQGAPI1 (Figure 2.14.B). La quantification effectuée sur les LT primaires donne un résultat
similaire pour les deux sh-IQGAP1 (Figure 2.14.D).

Ce défaut d’étalement des cellules T traduit un défaut de réorganisation du
cytosquelette d’actine nécessaire aux changements de forme des cellules et a la formation du
lamellipode induit par la stimulation du TCR. Cependant cette quantification a été réalisée sur
cellules fixées a un temps donné, et ne rend pas compte de la cinétique d’étalement des
cellules qui pourrait simplement étre différée dans les LT exprimant le sh-IQGAP1. Pour
répondre a ce biais de la quantification d’images fixées, nous avons utilis¢ la machine
Xcelligence, qui permet de mesurer I’impédance au cours du temps (Figure 2.15.A). Pour ces
expériences, les cellules T sont déposées dans une plaque 16 puits, dont la taille correspond a
ceux d’une plaque 96 puits. Les puits sont recouverts d’électrodes, qui recouvrent 80% de la
surface des puits. Lorsque les cellules se déposent au fond du puits, elles vont recouvrir les
¢lectrodes et ainsi modifier le courant ¢électrique qui les parcoure. Plus il y a de cellules dans
le puits ou plus les cellules s’étalent au fond du puits, et plus I’'impédance augmente,
représentée par une courbe de «cell index » par rapport au temps. Ces expériences sont
réalisées avec des cellules T primaires transduites avec les shRNA, et les puits sont recouverts
de poly-L-lysine ou d’Ac anti-CD3+anti-CD28. L’impédance est mesurée toutes les 10
secondes pendant 2h (Figure 2.15.B). Ces courbes confirment que les cellules exprimant les
sh-IQGAP1 s’étalent moins au contact des Ac activateurs et indiquent qu’il ne s’agit pas
d’une cinétique d’étalement altérée, car lorsque I’on mesure la pente de chaque courbe a 10 et
20 min (temps utilisés pour les expériences d’étalement en immunofluorescence), la
diminution de I’étalement est notable pour les 2 shRNA spécifiques d’IQGAPI, par rapport
au controle (Figure 2.15.C).

Nous avons donc mis en évidence un défaut d’étalement des cellules aprés stimulation

du TCR, reflétant probablement un remaniement altéré de 1’actine polymérisée ou une
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Figure 2.16 : L’inhibition d’IQGAP1 affecte la signalisation en aval du TCR

(A) Les cellules Jurkat exprimant les shRNA sont activés pendant 3, 10 et 30min a 37°C avec des Ac anti-
CD3+anti-CD28, puis lysées dans un tampon contenant des anti-protéases et des anti-phosphatases. La
phosphorylation des protéines de la signalisation du TCR est analysée par Western-Blot. Une expérience
représentative de 5.

(B) Les cellules Jurkat exprimant les shRNA sont incubés pendant 15min a 37°C avec des LB Raji, puis le sAg

SEE est ajouté (2 100ng/mL) pendant 3, 10 et 30min. Puis les cellules sont ensuite lysées et les lysats sont
analysés par Western-Blot comme précédemment.



polymérisation altérée. D’aprés Gorman et collegues (2012), I'inhibition de I’expression
d’IQGAPI1 entrainerait un mouvement trés rapide du flux d’actine polymérisée au niveau du
lamellipode de la cellule en étalement, mais les auteurs ne mentionnaient pas de défaut
d’étalement, et se concentraient sur les mouvements de polymérisation d’actine dans le
lamellipode. II nous parait peu probable que les auteurs n’aient pas fait état de ce défaut
d’étalement que nous avons mis en évidence avec plusieurs approches différentes. Cependant,
ce désaccord nous a poussé a observer les cellules de plus prés. Nous avons donc activé les
cellules T primaires transduites avec les shRNA sur des lames recouvertes d’Ac anti-
CD3+anti-CD28 pendant 10 min, comme pour les expériences d’immunofluorescence. Les

lames ont ensuite été observées avec un microscope ¢lectronique a balayage (Figure 2.15.D).

Ces expériences ont confirmé une fois de plus nos précédents résultats, et montrent
clairement un défaut d’étalement des cellules sh-IQGAPI. L’augmentation de la résolution
nous montre également que les cellules sh-IQGAP1 semblent commencer a s’étaler et a
former un petit lamellipode, mais se figent dans cet état que nous avons appelé « étalement
frustré ». Ce lamellipode semble trés épais comparé a celui formé par les cellules controles,

rappelant les résultats de Gorman et colleégues.

2.2.3- IQGAP1 et la signalisation en aval du TCR

L’absence d’IQGAP1 affecte donc la réorganisation de 1’actine nécessaire a la
formation du lamellipode, or on sait que les remaniements des cytosquelettes d’actine et de
microtubules sont induits par la stimulation du TCR. Nous avons donc étudié la
phosphorylation des protéines dans la voie de signalisation du TCR. Pour cela, les cellules
Jurkat infectées avec les lentivirus codant les shRNA sont activées avec des Ac solubles anti-
CD3+anti-CD28 pendant 3, 10 et 30min a 37°C. Les cellules sont ensuite lysées et les lysats
analysés par Western-Blot (Figure 2.16.A). On remarque qu’IQGAP1 est bien inhibé dans
cette expérience, et que les protéines sont phosphorylées au cours du temps apres stimulation
du TCR dans les cellules controles et dans les cellules sh-IQGAP1, avec une phosphorylation
plus importante dans les sh-IQGAP1 de PLC-y, ZAP-70 et LAT. Seule la phosphorylation des
MAPK-p42/44 est diminuée dans les cellules sh-IQGAP1 par rapport au controle. Cela
pourrait étre di a I’interaction directe d’IQGAP1 avec Erkl1/2 (Roy et al., 2004) et MEK1/2
(Roy et al., 2005). Le recrutement de ces protéines pourrait étre altéré en absence d’IQGAPI.

L’inhibition de I’expression d’IQGAPI1 est plus forte avec le ShRNA-1 par rapport au shRNA-
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Figure 2.17 : IQGAPI régule la production des cytokines dans les LT CD4" humains

(A-C) Les LT CD4" transduits sont activés pendant 6h avec des billes ou sur des puits recouverts d’Ac anti-CD3+anti-CD28
avec ou sans ICAM-1 recombinant humain, ou avec des DC chargées en sAg (1ng/mL). La production d’IFN-y est mesurée
dans les surnageants par ELISA (A), dans les lysats cellulaires par PCR quantitative (B), et par FACS intracellulaire (C). (A :
n=6 ; B : n=4 ; C : n=6 expériences).

(D-E) Les cellules T Jurkat transduites sont activées pendant 6h avec des LB Raji et du sAg SEE. La production d’IL-2 est
mesurée dans les surnageants par ELISA (D) et le pourcentage de cellules exprimant I’IL-2 et la MFI sont analysés par FACS
intracellulaire (E). (E : n=2 expériences).



5 et on remarque que la phosphorylation est également augmentée mais de facon moindre
pour ZAP-70, PLC-y et LAT avec le sh-5. De la méme fagon la phosphorylation de MAPK-
p42/44 est inhibée dans les cellules exprimant le sh-5 mais moins que dans les cellules
exprimant le sh-1. Les deux shRNA donnent donc le méme phénotype avec un effet dose par

rapport au taux d’inhibition d’IQGAP1.

La phosphorylation des protéines de signalisation a également été analysée dans les
LT Jurkat activés avec des LB Raji et du sAg, modele permettant d’analyser la stimulation du
TCR par une CPA. On observe la encore une augmentation de la phosphorylation de ZAP-70,
LAT et la chaine { du complexe CD3 dans les cellules exprimant un sh-IQGAP1 (Figure

2.16.B). Ces derniers résultats sont encore préliminaires et devront étre reproduits.

2.2.4- IQGAP1 et sécrétion de cytokines

L’inhibition d’IQGAP1 affecte donc le remaniement de I’actine, mais pas la
polarisation du MTOC, et augmente la signalisation par le TCR, sauf pour Erk1 et Erk2. Pour
poursuivre la description du mécanisme de régulation de la sécrétion des cytokines par le
cytosquelette, nous avons donc analysé 1’effet de 1’absence d’IQGAPI sur la sécrétion des

cytokines.

Les LT primaires ont été infectés avec les lentivirus contenant les ShRNA, puis activés
avec notre modele de billes anti-CD3+anti-CD28, ou dans des puits recouverts d’Ac anti-
CD3+anti-CD28 pendant 6h, comme le systéme utilisé dans 1’étude précédente (Gorman et
al., 2012). On remarque que dans ces deux conditions, il n’y a pas de différence de sécrétion
d’IFN-y entre les cellules contrdles et celles exprimant des sh-IQGAP1, voire une sécrétion
plus importante dans les sh-IQGAP1 (Figure 2.17.A). Ce résultat est identique a celui obtenu
par I’équipe de D. Billadeau, et cohérent avec 1’augmentation de la signalisation par le TCR
mise en évidence précédemment. Les LT ont ensuite été activés avec des DC chargées en
sAg, et dans ces conditions plus physiologiques, on observe une diminution de la sécrétion
d’IFN-y en absence d’IQGAPI1. Un des co-activateurs importants du TCR est 1’intégrine
LFA-1 (Hogg et al., 2011). Nous avons donc émis 1’hypothése que 1’activation par LFA-1
pouvait étre altérée dans les LT dont I’expression d’IQGAP1 est diminuée. Afin de tester cette
hypothése, nous avons mesuré ’activation des LT en présence de ligands de LFA-1, i.e. des
molécules ICAM-1-Fc humain recombinantes. Dans ces conditions de stimulation, on obtient

le méme profil qu’avec les CPA : les cellules exprimant les sh-IQGAP1 sécretent moins

105



Live cells ——> CD4*cells ——> Doublets ———> CD4*CD19* cells

" 3 - 10000 ’
- - . ™ ] 765
p =0 W{
mou-] )= .nm? - 178 . i mua-! A Ir |
T ! E - Ry a |
L oo 2 100 = 2 'm1
a ' 1 z | P E
- x 7 4004 o
2 ] 2
104 m! i 1:1-3
‘ [ . 1 ‘—Tn 100 'T;q} "OG-I: 800 |(;DD 3 i ?Ll : '-|L}U ‘1;\10 Il:]DDO
FL1-H: CD18-FITC FL1-H: CD18-FITC
Conjugates 1h Conjugates 6h
50 40
B sh-Ctl I sh-Ctl
g 40 B shiQ-1 2 3. B shiQ-1
= 1shlQ-5 = 1shlQ-5
S ap o
2 2
[ £ 20+
= 101 B
0-

TR  TRsAg T-RsAg T-RsAg

TR T-RsAg T-RsAg T-RsAg o Bk B |
ng g

1 ng/mL 100 ng/mL 1 pg/mL

Figure 2.18 : Formation des conjugués entre LT primaires et DC

Stratégie de gating au FACS. Les LT primaires sont incubés 1h ou 6h avec des DC chargées en sAg a différentes
concentrations, marquées avec des Ac anti-CD4 et anti-CD1a et le pourcentage de conjugués est analysé par

FACS.



d’IFN-y (Figure 2.17.A). La présence d’ ICAM-1 induit une augmentation de la sécrétion de
cytokines, par les cellules contrdles, mais pas par les cellules exprimant le sh-IQGAP1. Nous
reviendrons par la suite sur ce dernier résultat. Les effets observés sur la sécrétion d’IFN-y
sont dus a un défaut de production de la cytokine, comme I’attestent les quantifications pas
PCR quantitative des ARNm IFN-y (Figure 2.17.B) et par Facs intracellulaire de la
production d’IFN-y (Figure 2.17.C). Les résultats sur la sécrétion d’IL-2 par les cellules
Jurkat transduites avec les shRNAet activées avec des LB Raji chargés en sAg SEE présentent
le méme profil d’inhibition de la production d’IL-2 que les cellules primaires avec I’IFN-y en
absence d’IQGAP1 (Figure 2.17.D et E). Or on avait vu précédemment que les cellules T
Jurkat activées avec des CPA présentaient une phosphorylation des protéines de la voie de
signalisation du TCR plus importante (Figure 2.16.B). L’inhibition de la production d’IL-2
dans les Jurkat ne serait donc pas due a un défaut de signalisation. Il faudra par la suite
reproduire ces résultats avec les LT primaires activés avec des CPA, mais on peut

raisonnablement supposé que les résultats seront identiques.

On remarquera que les MFI IFN-y et IL-2 obtenues par FACS intracellulaire sont
identiques dans les cellules contrdles et sh-IQGAPI, seuls les pourcentages de cellules
produisant les cytokines sont altérés. Ceci pourrait refléter un défaut de formation des
conjugués. Nous avons donc analysé le pourcentage de conjugués apres 1h et 6h de co-culture
entre LT primaires et DC chargées en sAg (Figure 2.18). Aucun défaut de formation des
conjugués n’est mis en évidence dans les cellules exprimant les sh-IQGAP1. Cependant ces
expériences nous donnent une information a un temps donné, et méme si deux points de
cinétique ont été testés ici, ces résultats ne rendent pas compte de la dynamique d’interaction

entre LT et DC.

2.2.5- IQGAP1 et formation de la synapse

En absence d’IQGAPI, les cellules T produisent moins de cytokines apreés activation
par des CPA, mais pas par anti-CD3+anti-CD28. Ces résultats ne semblent pas dus a un
défaut de signalisation apres stimulation du TCR, ni a un défaut de formation des conjugués.
Nous avons alors analysé la formation de la synapse entre LT et CPA, car une synapse mal
organisée pourrait aboutir a des interactions LT-CPA non productives. Les cellules T
primaires exprimant les sShRNA contrdle ou spécifiques d’IQGAP1 ont donc été activées avec
des LB Raji chargés en sAg sur lames pendant lh. Les LB ont été préférés aux cellules

dendritiques car la structure de la synapse est plus facilement analysable dans des conjugués
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Figre 2.19 : Organisation de la synapse entre LT primaires et LB

Les LT primaires exprimant le shRNA controle ou les 2 shRNA spécifiques d’IQGAP1 sont activés sur lames
avec des LB Raji chargés en sAg, pendant 1h a 37°C. Les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées avec
la phalloidine et différents Ac permettant de visualiser des protéines localisées au niveau des différents SMAC :
anti-CD43 au dASMAC (A)

anti-CD2 et phospho-LAT au ¢SMAC (C)

(A et C) Les images présentent la projection des différents plans, et les projections orthogonales des zones
synaptiques. Barres d’échelle : Spum.

(B) Quantification de 1’exclusion de CD43 au niveau du dSMAC, réalisée avec la méme stratégie que pour
mesurer ’exclusion de I’actine polymérisée (Figure 2.6.A-D).

(D) Quantification du recrutement de CD2 a la synapse

(E) Quantification du recrutement de phospho-LAT a la synapse



LT-LB. Les cellules ont été fixées, perméabilisées et marquées avec des Ac anti-Tubuline-a,
anti-CD43 (pour visualiser le dSSMAC) et la phalloidine (Figure 2.19.A). On observe ’actine
polymérisée exclue du centre de la synapse, le MTOC polaris¢ vers la CPA, et CD43
¢galement exclu du cSMAC. Cette exclusion a été quantifiée en suivant la méme stratégie que
pour I’exclusion de I’actine-F, et on n’observe pas de différence d’exclusion du CD43 en
périphérie de la synapse (Figure 2.19.B). Ce résultat peut paraitre surprenant compte tenu de
I’effet d’IQGAP1 sur le remaniement de [’actine, nécessaire a I’exclusion de CD43,
cependant nous avons montré que 1’absence d’IQGAP1 induisait un fort défaut d’étalement,

mais une exclusion peu altérée de I’actine-F a la synapse.

Les cellules ont également été marquées avec des Ac anti-CD2 et anti-phospho-LAT,
une protéine d’adhésion membranaire et une protéine de signalisation intracellulaire
(respectivement) toutes deux recrutées et enrichies au niveau du cSMAC. On observe sur ces
images que CD2 est localisé sur toute la surface membranaire et pas uniquement au niveau de
la synapse dans les cellules exprimant les sh-IQGAP1, et bien recruté au centre de la synapse
dans les cellules controles (Figure 2.19.C). Il en est de méme pour le marquage phospho-
LAT, qui semble plus éparse dans les cellules sh-IQGAP1. Le recrutement de ces deux
protéines a été quantifié plus finement. CD2 étant une protéine membranaire, I’intensité de
fluorescence est mesurée au niveau de la synapse et dans trois autres zones de la cellule T (a
I’uropode et sur les bords de la cellule), sur deux plans médians pour chaque zone (Figure
2.19.D). Puis le ratio est fait entre la zone synaptique et la moyenne des trois zones qui ne
sont pas en contact avec la CPA. Cette quantification indique qu’il semble en effet y avoir un
défaut de recrutement de CD2 a la synapse, significatif pour le sh-1. Phospho-LAT étant une
protéine intracellulaire, 1’intensité de fluorescence est cette fois mesurée a la synapse et dans
le reste de la cellule, 1a encore sur deux plans médians pour chaque zone sélectionnée (Figure
2.19.E). Cette fois-ci la quantification met en évidence une tendance, a un enrichissement
moins important de phospho-LAT a la synapse entre LB et LT exprimant sh-IQGAPI.
L’analyse d’un plus grand nombre de conjugués sera nécessaire pour conclure. Pour ces deux
quantifications, les zones de sélection sont toujours identiques pour toutes les cellules

analysées.

2.2.6- IQGAP1 et LFA-1

Nous avons précédemment mis en évidence que les cellules T activées par des CPA
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(A-B) Les LT primaires exprimant le sShRNA contrdle ou les 2 shRNA spécifiques d’TQGAP1 sont activés sur
lames avec des LB Raji chargés en sAg, pendant 1h a 37°C. Les cellules sont fixées, perméabilisées et marquées
avec des Ac anti-Tubuline-a, anti-LFA-1 et la phalloidine.
(A) Les images présentent la projection des différents plans, et les projections orthogonales des zones

synaptiques. Barres d’échelle : Spm.

(B) Quantification de I’exclusion de LFA-1 au niveau du pSMAC, réalisée avec la méme stratégie que celle

utilisée pour I’exclusion de 1’actine polymérisée (Figure 2.6.A-D).

(C) Les LT primaires exprimant le ShRNA contréle ou les 2 shRNA spécifiques d’IQGAP1 sont activés pendant
1h a 37°C avec des DC chargées en sAg. Les cellules sont marquées avec des Ac anti-CD4 et anti-CD1a, pour
distinguer les LT des DC, et anti-LFA-1 total (CD18). Les cellules sont ensuite analysées par FACS.



produisaient moins d’IFN-y (cellules T primaires) et d’IL-2 (cellules Jurkat) en absence
d’IQGAPI1, et que la présence d’ICAM-1 sur une surface recouverte d’Ac anti-CD3+anti-
CD28 n’augmentait pas 1’activation des cellules T. Ces résultats peuvent suggérer qu’en
absence d’IQGAPI, les cellules ne reconnaissent pas [ICAM-1. Afin de tester cette hypothéese,
nous avons étudié 1’expression et la localisation de LFA-1 dans les cellules exprimant des
shRNAs spécifiques d’IQGAPI. Les LT primaires ont été activés sur lames pendant 1h avec
des LB Raji chargés en sAg, et la localisation de LFA-1 a été analysée a la synapse (Figure
2.20.A). On observe une exclusion de LFA-1 du centre de la synapse dans les cellules
contrdle et sh-IQGAPI. La quantification de cette exclusion est réalisée en utilisant une fois
de plus la stratégie de quantification de I’actine (décrite Figure 2.6.A-D), et confirme qu’il
n’y a pas de défaut de localisation et d’exclusion de LFA-1 a la synapse en absence
d’IQGAPI1 (Figure 2.20.B). L’expression de LFA-1 total est analysée par Facs extracellulaire
dans les cellules T primaires exprimant les ShRNA (Figure 2.20.C). Ces marquages indiquent

une expression identique de LFA-1 en présence ou non d’IQGAP1.

L’absence de co-stimulation des cellules T par I'interaction LFA-1/ICAM-1 dans les
cellules sh-IQGAP1 (observée Figure 2.17.A) n’est donc pas due a un défaut d’expression de
LFA-1 ou a une mauvaise réorganisation de LFA-1 a la synapse. Il nous reste maintenant a
analyser le changement de conformation de LFA-1, la signalisation en aval de LFA-1, et
observer le recrutement de protéines comme la Taline, Rapl et ADAP, pour comprendre

pourquoi les cellules ne sont pas co-activées en présence d’ ICAM-1.

L’interaction de LFA-1 avec ses ligands augmente la sensibilité des cellules T aux Ag
d’environ 100 fois (Bachmann et al., 1997), et ICAM-1 est nécessaire a la mise en place
d’interactions cellulaires stables entre LT et DC, requises pour le développement d’une
réponse T mémoire (Scholer et al., 2008). Ces effets sont probablement liés au role de LFA-1
dans la formation des synapses immunes stables entre LT et les CPA (Fooksman et al., 2010).
Cependant, I’interaction de LFA-1 avec ICAM-1 controle également la mobilité des LT,
mobilité qui peut jouer un role critique dans le « scanning » de ’APC par le LT, avec la
balance des signaux « stop and go » entre le TCR et LFA-1 (Dustin, 2004). Afin d’étudier les
effets potentiels de I’extinction d’IQGAP1 sur ces phénoménes, nous avons déposé des
cellules sur des lames recouvertes d’Ac anti-CD3 et d’ICAM-1 pendant 10min et analysé leur
morphologie par microscopie €lectronique a balayage (Figure 2.21.A). On remarque que les
cellules sont polarisées, probablement fixées pendant un mouvement, contrairement aux

cellules qui s’étalent sur anti-CD3+anti-CD28 (Figure 2.15.D). Les cellules semblent
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Figure 2.21 : Mouvements des cellules sur ICAM-1

(A) Les cellules T primaires transduites avec les sShRNA sont activées 10min sur lames recouvertes d’Ac anti-
CD3+ICAM-1, et observées par microscopie électronique a balayage.

(B) Analyse du mouvement des cellules T primaires sh-Control et sShIQGAP-1 sur des surfaces recouvertes
d’anti-CD3, d’ICAM-1 ou d’anti-CD3+ICAM-1 pendant 30min & 37°C (n=104 pour chaque condition). Axes en
pm.



polarisées dans les deux cas, cependant on observe de trés longues projections dans les LT
exprimant un sh-IQGAPI1, ce qui suggere que les cellules n’arrivent pas a se détacher du
substrat. Nous avons alors suivi, de fagcon dynamique pendant 30min a 37°C, les cellules
interagissant avec des lames recouvertes d’anti-CD3, ou d’ICAM-1, ou d’anti-CD3+ICAM-1
(Figure 2.21.B). On remarque que les cellules sont peu mobiles sur les surfaces recouvertes
d’anti-CD3. En revanche les cellules bougent beaucoup sur des surfaces recouvertes d’ICAM-
1. ICAM-1 induit donc la mobilité des cellules sh-IQGAPI1. Mais lorsque les LT contrdles
sont sur anti-CD3+ICAM-1, le signal TCR prend le dessus et les cellules sont peu mobiles.

En absence d’IQGAPI, les cellules se comportent comme sur I[CAM-1 seul.

Ces résultats ne sont pas simples a interpréter, car ils montrent qu’ ICAM-1 induit le
mouvement des cellules en absence d’IQGAPI, mais ils suggerent également un défaut
d’arrét de ces cellules au contact de I’anti-CD3. On peut alors imaginer un déséquilibre de la
balance «stop and go » induit par le signal ICAM-1 dans les cellules sh-IQGAPI1. Nous

reviendrons sur ce point dans la discussion.

En résumé, nos résultats indiquent que la molécule IQGAP1 :
- est nécessaire au remodelage de 1’actine qui accompagne 1’activation par CD3 et CD28
- inhibe la phosphorylation, induite par I’activation de CD3 et CD28, de nombreuses protéines
de signalisation (la baisse d’expression d’IQGAP1 est accompagnée d’une phosphorylation
exacerbée de protéines de signalisation)
- n’est pas requise pour la production et la sécrétion de cytokines induites par CD3 et CD28
- est en revanche nécessaire a la co-stimulation par LFA-1, qui induit une augmentation de
production de cytokines par les LT
- contrdle la mobilité des LT sur des ligands de LFA-1.

Pour tenter d’intégrer ces différents résultats dans un schéma général, on peut proposer
I’hypothese suivante : la molécule IQGAP1 en controlant le remodelage de 1’actine, controle
les changements d’avidité ou d’affinit¢ de LFA-1 pour son ligand, modulant ainsi a la fois
I’activité co-stimulatrice et de motilité de cette intégrine. Il reste a déterminer si ces défauts
sont liés a une augmentation de la signalisation par le TCR. Nous discuterons de cette

hypothése dans la discussion.

109



DISCUSSION




1. Critique des modeles utilisés

Dans nos études, nous avons choisi de travailler avec des modéeles de LT humains
primaires ou avec la lignée Jurkat, infectés par des lentivirus contenant les shRNA spécifiques
de Cdc42 ou IQGAPI1. Les LT sont activés de différentes fagons : avec des CPA (LB Raji ou
DC dérivées de monocytes) chargées en sAg, avec des Ac anti-CD3/anti-CD28 solubles, sur
lames ou sur billes. Les remaniements du cytosquelette et la localisation des cytokines dans
ces LT exprimant les shRNA, ont été analysés par immunofluorescence. Dans cette premiére
partie, nous discuterons de ces différents modeles et techniques, de leurs avantages et
inconvénients, et des conséquences que le choix de ces modeles peut avoir sur les résultats

obtenus.

1.1- Le systéme lentivirus

Pour inhiber I’expression de Cdc42 et IQGAP1 dans les LT primaires et Jurkat, nous
utilisons des lentivirus contenant des shRNAs controles ou deux shRNAs spécifiques de
Cdc42 ou IQGAPI. Les deux différents ShARNAs permettent de confirmer les résultats, d’avoir
un effet dose et de diminuer les risques d’effets non spécifiques du shRNA. Ces shRNA
contiennent également un géne de résistance a la puromycine, permettant de sélectionner les
cellules ayant intégré les ShRNA. Pour des approches fonctionnelles, comme les expériences
réalisées pour mesurer la sécrétion de cytokines, travailler uniquement avec des cellules
exprimant le ShRNA est un parametre trés important, méme si on ignore le nombre de copies
de shRNA ayant été intégrées, et donc le niveau d’inhibition de I’expression de la protéine par
cellules. Nous travaillons donc avec une population hétérogéne de LT, et seul le niveau
moyen d’inhibition de toute la population est évalué par Western-Blot. Le fait que Cdc42 et
IQGAPI1 soient impliqués dans la prolifération des cellules suggere que I’inhibition de
I’expression de ces protéines pourrait affecter la viabilité et la prolifération des cellules. Les
cellules avec une inhibition de I’expression de ces protéines presque totale ne survivent

probablement pas.

Pour que le shRNA soit intégré par les LT, les cellules doivent étre activées et se

diviser. Les LT sont donc activés pendant 24h avant infection, et I’activation est maintenue
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pendant I’infection et la sélection. Les LT utilisés dans nos expériences sont donc des blastes
(a jour 5), et nous n’avons donc jamais étudié les effets des sShRNAs sur des cellules au repos
ou naives. Ceci sera a prendre en compte pour les expériences d’analyse de 1’expression de la
forme affine de LFA-1, car les blastes expriment cette forme de haute affinit¢ au niveau basal,
plus fortement que les LT au repos (Hogg et al., 2011). Dans ce cas-la, 1’utilisation des siRNA
semble préférable car les LT n’ont pas besoin d’étre activés, mais les taux de transfection de
LT primaires humains avec des siRNA obtenus dans le laboratoire restent, a ce jour, tres

faibles et la sélection n’est pas possible.

1.2- Les modeles d’activation

1.2.1- CPA et superantigénes

Au cours de ce projet, nous avons utilisé des superantigénes pour induire I’activation
des LT par les CPA. Les superantigénes sont des protéines d’origine virale ou bactérienne qui
se lient aux molécules de CMH-II et aux domaines V3 du TCR (Li et al., 1999), et n’ont donc
pas besoin de subir le processus d’apprétement par les CPA comme les Ag peptidiques
classiques. Chaque sAg interagit préférentiellement avec certaines familles de V3 données : le
SEE (Staphylococcus Enterotoxin E) se lie a la famille VB8, le SEB (Staphylococcus
Enterotoxin B) se lie a la famille VB3, et le TSST1 (toxin shock syndrom toxin 1) se lie a la
famille V2. Au niveau des molécules du CMH-II, le sAg se fixe préférentiellement a la
chaine B plutot qu’a la chaine a. La liaison du sAg au CMH-II et au TCR entraine ’activation
des LT, avec une spécificité restreinte a la famille VP reconnue par le sAg. Cette stimulation
massive d’une population polyclonale de LT (de 5 a 20% pour un sAg donné¢) est intéressante
dans le cas d’étude sur des lymphocytes T primaires humains. Dans les expériences avec les
LT Jurkat, seul le SEE est utilisé et permet d’activer toute la population lymphocytaire (le
SEE se lie préférentiellement au VB38), alors que dans le cas des LT primaires, un cocktail de
trois sAg SEE+SEB+TSST1 est utilisé pour charger les CPA, et permet d’activer une partie

seulement des LT (environ 40%).

L’utilisation des sAg est donc un modele intéressant permettant d’activer les LT
primaires humains, cependant certaines études ont montré que la signalisation ou

I’internalisation du TCR induites par la stimulation du TCR avec les complexes CMH-sAg
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n’était pas la méme que celle induite par les complexes CMHp. Il a par exemple été montré
que P’activation par des CPA chargées en sAg, de LT Jurkat ou primaires humains déficients
pour Lck, aboutissait a une production d’IL-2 par activation d’une voie distincte de Lck,
activant les protéines Gall et la PLC-f (Bueno et al., 2006). Contrairement aux LT stimulés
avec des complexes CMHp, dont la signalisation passe par Lck (Salmond et al., 2009). La
liaison du sAg au TCR seul peut induire I’internalisation du TCR et I’accumulation de TCR-
CD3 dans des vésicules endocytiques (Niedergang et al., 1995). L’activation des LT par les
sAg permet ainsi d’induire une signalisation plus importante que par des peptides
antigéniques, car la signalisation est déclenchée par les TCR stimulés et par des TCR non
stimulés, qui sont tous internalisés (Niedergang et al., 1997; Niedergang et al., 1998).
L’utilisation des sAg pour 1’activation des LT n’est donc pas strictement comparable a celle
de peptides antigéniques, mais permet néanmoins une activation massive d’une population

hétérogene de LT primaires humains.

1.2.2- Ac anti-CD3/anti-CD28

Nous utilisons également des Ac activateurs anti-CD3/anti-CD28 pour activer les LT.
Ces Ac peuvent étre soit solubles (Western-Blot), soit couplés a des billes (microscopie), a
des puits de plaque 96 (sécrétion et production des cytokines), ou a des lamelles (test

d’étalement en microscopie).

1.2.2.1- Sur billes

L’utilisation des billes recouvertes d’Ac anti-CD3/anti-CD28 permet de mimer une
CPA (LB et DC matures), car les LT interagissent avec un objet 3D. Cependant, leur diametre
est de 4um, donc beaucoup plus petit que celui d’une CPA. Pour différents marquages en
microscopie, ces billes permettent de mettre en évidence tres distinctement les marqueurs du
LT seul, par exemple dans le cas du marquage de 1’actine polymérisée. Cela facilite I’analyse
des images pour des marqueurs qui sont aussi présents sur les CPA. Les mouvements de la
membrane du LT sont comparables a ceux d’un LT interagissant avec un LB, car le LT s’étale
sur la bille, jusqu’a ce qu’il I’internalise. En revanche, ces mouvements ne ressemblent pas a
ceux d’un LT interagissant avec une DC, car dans ce cas, le LT «n’englobe pas » la CPA

comme avec un LB, mais étend juste un petit lamellipode vers la DC. Nous avons observé
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qu'un LT pouvait internaliser jusqu’a 4 billes tout en établissant de nouveaux contacts avec
une autre bille. Ce phénomeéne ne s’applique évidemment pas a une CPA, que ce soit un LB
ou une DC. Enfin, I’activation des LT ne se fait que par deux récepteurs CD3 et CD28, et ne
rend compte ni de la multitude de ligands et co-récepteurs présentés a la surface d’une CPA,

ni de leur distribution peut-étre inhomogene, ni de leur mobilité a la membrane.

1.2.2.2- Ac solubles

L’activation des LT Jurkat ou primaires avec des Ac solubles anti-CD3/anti-CD28 a
¢été réalisée pour analyser la phosphorylation des protéines de signalisation en aval du TCR.
Dans ce cas-la, seul ’engagement du TCR (et du CD28) est induit, sans prendre en compte le
remaniement de 1’actine et du cytosquelette de microtubules dans un contexte de synapse
¢tablie entre un LT et une CPA. On ne peut donc pas parler dans ces expériences de
mouvement des microclusters de signalisation, méme s’il apparait que les molécules de TCR
s’agrégent dans une zone particuliecre de la membrane plasmique (phénomene appelé
« capping ») suggérant une compartimentalisation des molécules de surface et donc
probablement des molécules de signalisation au niveau intracellulaire (LT activés avec des Ac
anti-CD3 « cross-linkés », fixés puis déposés sur lame et observés au microscope, données de

C. Hivroz non publiées).

1.2.2.3- Ac fixés sur puits ou lamelles

Lorsque les LT sont déposés sur une surface recouverte d’Ac activateurs anti-
CD3/anti-CD28, les cellules s’étalent au contact des Ac. Ce mode¢le d’étalement est utilisé trés
fréquemment pour les analyses d’organisation de la synapse et des mouvements des
microclusters comme nous 1’avons vu dans I’introduction. Ce modele permet de mimer une
cellule présentatrice et de mieux visualiser ce qui correspond a la zone synaptique sur un
support plan. Cependant le mouvement des microclusters a également été analysé sur des bi-
couches lipidiques contenant des complexes CMHp et de I'ICAM-1. Dans le premier cas, les
microclusters de TCR restent fixes lorsqu’ils interagissent avec les Ac recouvrant la surface.
Dans le deuxiéme cas, les microclusters sont mobiles, et il a ainsi pu étre mis en évidence que
ces clusters migraient vers le cSMAC ou ils étaient internalisés. On ne peut raisonnablement

pas imaginer que I’un ou I’autre de ces mode¢les représentent ce qu’il se passe au niveau
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physiologique entre un LT et une CPA. En effet, les molécules transmembranaires, comme les
molécules de CMH et d’ICAM-1 présentées par la CPA, sont mobiles a la surface cellulaire,
et non fixes, mais elles interagissent généralement avec le cortex d’actine et ne peuvent donc
pas diffuser librement a travers la membrane plasmique. Les deux modeles d’Ac fixés et de
bi-couches lipidiques ne prennent donc pas en compte la résistance imposée par le cortex
d’actine d’une CPA. Une étude intéressante a montré les effets de la fluidité membranaire sur
la signalisation par le TCR et la formation de la synapse (Hsu et al., 2012). En faisant varier la
composition lipidique d’une bi-couche, les auteurs ont montré que lorsque les molécules de
CMH diffusaient librement a la membrane, la signalisation par le TCR était trés importante
(phosphorylation des résidus tyrosine et concentrations intracellulaires de Ca®"). En revanche,
lorsque les molécules de CMH ¢étaient trés peu mobiles sur la bi-couche lipidique, la
formation du cSMAC était retardée et la signalisation était diminuée. Le flux rétrograde
d’actine a été observé sur toutes les surfaces, mais 1’étalement des LT et la contraction du
cytosquelette associée sont plus prononcées sur des membranes mobiles ou fluides. Enfin la
dynamique des microclusters de ZAP-70 est plus rapide avec des trajectoires plus longues
lorsque les ligands sont plus mobiles, alors que les microclusters de SLP-76 sont relativement
insensibles a ce paramétre (Hsu et al., 2012). Ces résultats montrent donc que la diffusion des
molécules transmembranaires a la membrane plasmique impact sur la signalisation et donc la
réponse T et suggerent I'importance de la résistance imposée par le cortex d’actine dans ces

Processus.

Les analyses de la sécrétion et de la production des cytokines par les LT activés
pendant 6h sur des puits recouverts d’Ac anti-CD3/anti-CD28, ne prennent pas non plus en
compte la mobilité des cellules T. En effet, les expériences de vidéo-microscopie des LT sur
des lames recouvertes d’Ac anti-CD3 ont montré que les cellules ne bougent pas sur la lame
et restent fixées aux Ac qu’elles rencontrent lorsqu’elles se déposent sur la lame. Le
paradigme synapse versus kinapse (Dustin, 2007) n’est donc pas pris en compte dans ces
expériences, et la production des cytokines est analysée dans un contexte d’activation
exacerbée des LT, sans que ceux-ci aient besoin de chercher les signaux activateurs, comme

lorsqu’ils scannent les CPA dans les ganglions.
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1.3- L’immunofluorescence

La microscopie a permis de comprendre comment s’organisaient les interactions entre
LT et CPA (structure de la synapse, mouvements des microclusters...). Cependant, cet outil
est a manipuler avec précaution car de nombreux artefacts et mauvaises interprétations
peuvent fausser les résultats et observations. Dans nos projets, nous nous intéressons a la
synapse dans un contexte de conjugués LT-CPA ou en utilisant le mod¢ele d’étalement sur
lames. I semblait intéressant ici d’attirer 1’attention sur certaines questions et problémes que
nous avons rencontrés au cours de nos €tudes. Tout d’abord on peut se demander ce qui
définit un conjugué. En effet, lorsqu’on veut analyser la structure de la synapse entre LT et
CPA, il faut tout d’abord faire 1’acquisition d’images de conjugués. Il me parait indispensable
de travailler a I’aveugle dans ce type de contexte, il faut donc réfléchir & une stratégie
d’acquisition n’induisant pas de biais dans I’analyse ultérieure des images. Ainsi, les images
sont choisies avec la lumiere blanche la plupart du temps, permettant ainsi de ne pas
sélectionner les conjugués en fonction d’un résultat attendu : MTOC déja polarisé ou bien
I’actine polymérisée enrichie a la synapse, ou encore le TCR concentré au cSMAC... Les
conjugués sont choisis en considérant un LT au minimum légérement étalé sur une CPA (LB
ou DC), signant une interaction « vraie ». Cette stratégie peut poser probleme dans I’analyse
de la polarisation du MTOC dans les LT exprimant les sh-IQGAP1. En effet, nous avons
montré que I’inhibition de I’expression de cette protéine induisait un défaut d’étalement des
LT sur des lames recouvertes d’Ac activateurs. Ainsi, on peut imaginer que les LT déficients
pour IQGAPI1 s’étalent également moins sur les CPA. Notre stratégie d’acquisition des
images induirait alors un biais dans I’analyse, car si les LT exprimant le moins IQGAPI ne
s’¢talent pas sur les CPA, alors ils ne seront pas considérés comme des conjugués et ne seront
pas analysés. Alors, méme si les quantifications de polarisation du MTOC sont réalisées en
double aveugle (choix des conjugués en lumicre blanche pour I’acquisition et quantification
des images par une tierce personne n’ayant pas connaissance des conditions), le défaut
potentiel de polarisation du MTOC dans les cellules exprimant le moins IQGAP1 ne pourrait
pas €tre mis en évidence. Pour remédier a ce probleme, nous avons prévu de quantifier la
position du MTOC dans les LT exprimant le sh-contréle ou les sh-IQGAPI avec la
technologie Imagestream, une méthode quantitative alliant les propriétés classiques d’un
cytometre de flux et d’un microscope a fluorescence, et permettant d’analyser un trés grand

nombre de doublets, sans condition d’étalement. Néanmoins, si on imagine que I’absence
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d’expression d’une protéine entraine un défaut de polymérisation d’actine a la synapse ou
d’étalement du LT sur la CPA, un défaut de polarisation du MTOC et d’organisation de la

synapse comment définir un conjugué ?

La rigueur et l’intégrit¢é sont également requises lors de I’analyse et de la
quantification des images, dans notre cas avec le logiciel Imagel. C’est pour cette raison que
nous cherchons & quantifier nos images en double aveugle par une tierce personne, ou grace
au développement de techniques d’analyses partiellement automatisées, comme nous I’avons
fait pour la quantification de 1’exclusion d’actine a la synapse. Cette méthode nous a permis
de définir le niveau d’exclusion par un chiffre, compris entre 0 et 1, et ainsi d’analyser

statistiquement la relevance de I’ensemble de ces valeurs.
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2. Cytosquelette et sécrétion des cytokines

Nous avons montré dans la premicre partie des résultats que Cdc42 contrdlait le
remaniement de 1’actine polymérisée a la synapse, permettant son exclusion au niveau du
cSMAC. Ce remaniement permet le recrutement et la concentration des vésicules contenant
I’IFN-y au centre de la synapse et le relargage de la cytokine vers la CPA. Nous avons
¢galement montré que la polarisation du MTOC n’était pas contrélée par Cdc42 et ne régulait
pas la sécrétion d’IFN-y, contrairement aux microtubules qui sont nécessaires a la sécrétion de
la cytokine. Dans cette partie, nous discuterons ces différents résultats : le role du
cytosquelette d’actine et des microtubules dans la sécrétion et 1’absence de role de la
polarisation du MTOC dans la régulation de la sécrétion de I’'IFN-y. Mais nous

commencerons par discuter les mécanismes d’activation de Cdc42.

2.1- Activation de Cdc42

L’activation de Cdc42 dépend de protéines GEF, comme pour toutes les petites Rho
GTPases, permettant 1’hydrolyse du GDP en GTP. Dans les LT, ’activation de Cdc42 est
régulée par la signalisation en aval du TCR, de CD28, mais aussi de LFA-1.

Cdc42 avait initialement été décrite dans les LT comme une protéine recrutée a
I’interface entre LT et CPA dans sa forme active (Cannon et al., 2001). Cependant la
localisation précise de Cdc42 sous formes active et inactive a la synapse n’est toujours pas
¢tablie. Il serait intéressant de déterminer si Cdc42 est recrutée a la synapse puis y est activée,
ou si elle est recrutée directement dans sa forme active. De plus la localisation précise de
Cdc42 donnerait des indications sur le mécanisme d’action de Cdc42 sur le remaniement de
’actine, mais nous reviendrons plus bas sur ce point. Cdc42 est-elle recrutée au niveau du
pPSMAC, du ¢SMAC, au niveau des clusters de TCR ? Dans notre étude, nous n’avons pas
caractérisé cette localisation de Cdc42 et Cdc42-GTP, car les Ac ne fonctionnent pas en
immunofluorescence. Néanmoins, nous avons prévu d’utiliser des cellules Jurkat sur-
exprimant une construction Cdc42-GFP pour déterminer la dynamique de recrutement de
Cdc42 a la synapse entre LT et CPA ou avec le test d’étalement des LT sur des lames

recouvertes d’Ac anti-CD3 par vidéo-microscopie.
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2.2- La polarité du MTOC ne régule pas la sécrétion d’IFN-y

Nous avons montré que Cdc42 ne contrdlait pas la polarisation du MTOC a la synapse
dans les LT CD4", contrairement a d’autres types cellulaires (Pulecio et al., 2010; Yuseff et
al., 2011). Cependant, une analyse dynamique du mouvement et du maintien du MTOC a la
synapse avec des LT Jurkat exprimant une construction centrine-GFP en conjugués avec des
LB Raji, permettrait de définir si le MTOC est bien stabilisé a la synapse. En effet, les
quantifications de la polarisation du MTOC ont été réalisées sur des conjugués 1h et 6h apres
activation, mais ne rendent pas compte de la dynamique du mouvement du MTOC a la
synapse. En effet, il a été décrit que le MTOC subissaient des mouvements légers induisant
son ancrage et décrochage a la membrane plasmique au niveau du cSMAC (Huse, 2012), de
facon similaire aux mouvements du MTOC décrits dans d’autres types cellulaires comme les
LB lors de la capture de I’Ag (Yuseff et al., 2011). Il serait donc intéressant dans notre étude

d’analyser plus spécifiquement la stabilisation du MTOC a la synapse.

L’utilisation d’un inhibiteur des PKC atypiques a permis d’inhiber la polarisation du
MTOC dans les LT primaires en conjugués avec des billes anti-CD3/anti-CD28 ou avec des
DC. Nos expériences ont montré que cette inhibition n’affectait pas la sécrétion d’IFN-y,
cependant la polarit¢ du MTOC n’était pas complétement inhibée (75% d’inhibition avec les
DCsAg et 55% avec les billes). L’hypothése supposant que les LT avec un MTOC polarisé
soient responsables de la sécrétion d’IFN-y n’est donc pas exclue, et des expériences d’effet
dose de cet inhibiteur permettraient de la tester. Cependant, il a ét€ montré par I’équipe de S.
Valitutti que le MTOC n’était pas non plus impliqué dans le « killing » des cellules cibles par
les LT CD8" (Wiedemann et al., 2006). En effet, les LT CD8" sont capables de recruter et
polariser leurs granules cytotoxiques vers plusieurs cibles en méme temps, permettant de tuer
ces différentes cibles. Ces résultats suggerent que la polarisation du MTOC n’est pas
nécessaire a la sécrétion des granules cytotoxiques et donc a la fonction de « killing » des LT
CDS8". Ceci a été confirmé récemment par un article de la méme équipe, montrant que la
sécrétion des granules lytiques précede la polarisation du MTOC (Bertrand et al., 2013). Les
résultats montrant que la polarisation du MTOC n’est pas nécessaire a la sécrétion des
cytokines par les LT CD4" apparaissent confortés par ces résultats, n’excluant pas pour autant
le fait que la cellule vers laquelle le MTOC est polarisé regoive un signal cytokinique plus

important.
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2.3- Role des microtubules

Nous avons montré que les microtubules étaient, eux, nécessaires a la sécrétion d’IFN-
y par les LT CD4" humains. En effet, 1’ajout de colchicine qui dépolymérise les microtubules
et donc détruit le réseau, bloque la sécrétion d’IFN-y mais pas la production. De plus, les
expériences de vidéo-microscopie permettant de suivre les mouvements de vésicules
contenant I’I[FN-y dans les cellules Jurkat déposées sur lames recouvertes d’Ac anti-CD3,
suggerent que ces vésicules migrent le long des microtubules vers le centre de la zone de
contact. Ces résultats rappellent une fois de plus, le role des microtubules dans le transport des
granules cytotoxiques a la synapse entre LT CDS8" et cellule cible (Stinchcombe et al., 2006).
Pour tester cette hypothése, il serait intéressant d’étudier le role de la dynéine dans le
transport des vésicules contenant I’IFN-y a la synapse, ainsi I’inhibition de I’expression de ce
moteur devrait altérer la sécrétion de la cytokine. Des expériences d’immunofluorescence sur
des images fixées nous permettraient d’analyser la co-localisation des vésicules, de la dynéine
et des microtubules; et la vidéo-microscopie donnerait une vision dynamique des

mouvements respectifs de ces trois acteurs.

Le traitement des LT avec la colchicine ne bloque pas la production d’IFN-y,
suggérant que cette drogue n’affecte pas la signalisation par le TCR. Nous avons méme
observé une augmentation de la production d’IFN-y. Cette production a été mesurée par
cytométrie de flux dans les LT traités avec la colchicine et la brefeldine-A permettant de
bloquer la sécrétion de la cytokine. L’analyse, par PCR quantitative, a révélé également une
augmentation de la quantit¢ d’ARNm IFN-y dans les LT traités a la colchicine, par rapport
aux LT controles. Ce résultat n’est pas surprenant car les microtubules ont été décrits comme
transportant les microclusters de signalisation a la synapse, or 1’inhibition de la migration
centripéte des microclusters vers le cSMAC augmente la signalisation (Lasserre et al., 2010).
Ainsi, le traitement colchicine bloquerait les mouvements des microclusters, induisant une

augmentation de 1’activation des LT, aboutissant a I’augmentation de la production d’IFN-y.
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2.4- Le remodelage de D’actine dans la zone synaptique

controle la sécrétion d’IFN-y

2.4.1- Les vésicules contenant I’IFN-y sont localisées dans des zones

pauvres en actine polymérisée

Notre étude a permis de montrer que le remaniement de ’actine a la synapse controlait
le recrutement et la concentration des vésicules contenant I’IFN-y au cSMAC. Des études
ultérieures sont venues confirmer, dans d’autres types cellulaires, que les vésicules contenant
I’IFN-y étaient localisées dans des zones libres en actine polymérisée. Ainsi, dans les cellules
NK, I’équipe de D. Davis a montré avec de 1’imagerie de haute résolution, que les vésicules
contenant I’IFN-y, tout comme les granules lytiques étaient localisés au niveau du cSMAC
dans des zones dans lesquelles le réseau d’actine est plus lache et ouvert (Brown et al., 2012).
On peut effectivement imaginer que le réseau d’actine forme une barriere physique
empéchant le relargage de cytokines contenues dans les vésicules ou de granules lytiques,
néanmoins, les filaments d’actine semblent nécessaires a 1’ancrage des vésicules et au
relargage de leur contenu. Il a ainsi ét¢é montré dans des cellules endothéliales, que les
vésicules contenant les chimiokines (CCL12) migraient le long des microtubules pour
s’ancrer sur les filaments d’actine juste sous la membrane plasmique (Shulman et al., 2012).

L’ancrage de ces vésicules permet la migration trans-endothéliale des LT.

Dans les mastocytes, il a été décrit que la coronine-1 décore et stabilise 1’actine,
régulant ainsi la sécrétion des cytokines mais pas leur production (Foger et al., 2011). Dans
ces cellules par contre, I’actine ne régule pas la sécrétion des cytokines et la dégranulation de
la méme facon : les mastocytes Corol™ présentent une augmentation de la dégranulation et
une diminution de la sécrétion des cytokines. Ainsi, la coronine-1 qui stabilise 1’actine
corticale est phosphorylée aprés activation des mastocytes, induisant son décrochage du
cortex d’actine et sa relocalisation dans le cytosol, permettant a nouveau la dynamique de
I’actine qui n’est plus stabilisée. Ce mécanisme semble donc distinct de ceux régulant la
sécrétion des granules et des cytokines car 1’augmentation de la dynamique de I’actine
augmente la dégranulation et diminue la sécrétion des cytokines, montrant une fois de plus
I’importance de ’actine dans les événements d’ancrage des vésicules a la membrane et du
relargage du contenu vésicules dans le milieu extracellulaire. Nos résultats peuvent donc

¢galement étre interprétés en terme de dynamique de polymérisation et dépolymérisation. Le
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Figure 3.1 : Hypothéses de régulation de régulation de I’actine a la synapse par Cdc42

Hypothese 1 : Cdc42-GTP est localisé au niveau du pSMAC et régule la polymérisation de
I’actine, induisant ainsi les mouvements centripétes de flux d’actine aux bords de la synapse.
L’exclusion de I’actine du cSMAC serait donc due a ce flux et régulée de fagon mécanique.
Hypothese 2 : Cdc42-GTP est localisé au niveau du cSMAC et recrute des agents induisant la
dépolymérisation locale de 1’actine dans cette région de la synapse.



centre du cSMAC, ou a lieu la sécrétion de granules et de cytokines, serait un site actif de

polymérisation /dépolymeérisation nécessaire aux phénomenes d’exocytose.

2.4.2- Cdc42 controle le remaniement de I’actine a la synapse

Notre étude a permis de montrer que Cdc42 contrélait le remaniement de ’actine a la
synapse nécessaire au recrutement, a la concentration et a la sécrétion de I’'IFN-y vers la
CPA. Deux hypothéses peuvent étre envisagées pour expliquer le role de Cdc42 sur I’actine :
soit Cdc42 controle la polymérisation de I’actine au niveau du pSMAC régulant la dynamique
et le flux centripéte d’actine permettant d’exclure de fagon mécanique 1’actine polymérisée du
cSMAC ; soit Cdc42 controle le recrutement d’agents dépolymérisant 1’actine au niveau du
cSMAC. Une expérience simple permettant de donner une indication sur 1’'une ou 1’autre des
hypothéeses serait d’analyser la localisation de Cdc42 et Cdc42-GTP a la synapse. Si Cdc42-
GTP est localisée au niveau du pSMAC, cela favorisait la premiére hypothese, alors qu’un
recrutement au cSMAC favoriserait la deuxieme (Figure 3.1), sachant que I’équipe de C.
Wiilfing a décrit Cdc42 plutot au niveau du cSMAC dans les LT CD8" (Tskvitaria-Fuller et
al., 2006). Comme nous le disions plus haut, nous n’avons pas étudi¢ cette localisation car il
n’existe pas d’Ac permettant de marquer Cdc42-GTP. Nous pourrions alors introduire une
construction Cdc42-GTP, ou utiliser les sondes Raichu développées par 1I’équipe de M.
Matsuda. Ces sondes permettent de détecter I’activit¢ de Cdc42-GTP a la membrane par
FRET (Itoh et al., 2002), et nous permettraient en plus, de savoir si Cdc42 est recrutée a la
synapse puis y est activée, ou si la RhoGTPase est déja sous forme active lorsqu’elle est

recrutée.

Une étude récente a suggéré que le remaniement de I’actine nécessaire a la formation
de la coupe phagocytique et a la phagocytose dans les macrophages, était régulé par des
protéines de régulation de I’actine (comme Racl, Cdc42, N-WASp, Arp2/3) qui permettent
I’accumulation de 1’actine polymérisée au niveau de la coupe, mais surtout par des agents
dépolymérisant 1’actine qui permettent 1’ouverture du réseau d’actine nécessaire a
I’internalisation des particules. Ces agents sont recrutés dans des endosomes transportés au
niveau du phagosome (Marion et al., 2012). Le parallele entre ’anneau d’actine formé au
niveau de la coupe phagocytique, ou par les macrophages étalés sur des surfaces activatrices
(phagocytose frustrée), et 1’anneau d’actine formé par les LT au niveau de la CPA, nous

permet d’envisager un mécanisme similaire. Dans le cas de la phagocytose par les
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macrophages, le relachement du réseau d’actine est nécessaire a 1’internalisation, et dans le
cas de la sécrétion de cytokines par les LT, ce relachement est nécessaire a 1’exocytose d’IFN-
y. On pourrait donc imaginer le méme mécanisme de recrutement de compartiments
intracellulaires qui permettraient un apport de membrane nécessaire a I’étalement des LT sur

les CPA et également un apport d’agent dépolymérisant 1’actine au niveau du cSMAC.

Cette hypothése d’agents qui dépolymériseraient 1’actine est attrayante car il est
difficile d’imaginer que I’actine serait exclue du centre de la synapse uniquement
mécaniquement par un flux centripéte aux bords de la synapse. D’un autre coté, le role de
Cdc42 dans la polymérisation de 1’actine a été¢ décrit dans de nombreuses études (Stowers et
al., 1995; Tskvitaria-Fuller et al., 2006), et il n’est pas exclu que cette polymérisation soit
affectée dans les LT exprimant les sh-Cdc42. Nos images de microscopie n’ont pas révélé de
différence d’enrichissement d’actine a la synapse dans les LT exprimant les sh-Cdc42 mais
une quantification plus approfondie mériterait d’étre faite. Néanmoins, le recrutement de
WASp a la synapse a été décrit comme indépendant de 1’activation de Cdc42 (Cannon et al.,
2001), suggérant que 1’actine peut étre polymérisée a la synapse par WASp en absence de
Cdc42. Cette hypothése de Cdc42 régulant la polymérisation d’actine au pSMAC permettant
le flux centripete d’actine, expliquerait que 1’actine controle également la concentration des
vésicules contenant I’IFN-y. Ainsi, ce sont les mouvements de flux qui permettraient
d’entrainer les vésicules vers le cSMAC, tout comme les microclusters de TCR. Pour analyser
le flux, nous pourrions suivre de facon dynamique le mouvement de I’actine sur des lames
recouvertes d’Ac anti-CD3 des Jurkat-actine-GFP exprimant des shRNA spécifiques de
Cdc42. On peut noter que ces cellules ne s’étalent pas normalement mais forment de multiples
fronts de migration (nos observations). Ces vidéos nous permettraient d’analyser le flux
centripéte d’actine aux bords de la zone de contact et de le comparer dans des LT exprimant

ou non Cdc42.

A la fin de cette étude, il paraissait clair que 1’actine et les microtubules contrdlaient la
sécrétion d’IFN-y dans les LT CD4". Pour poursuivre la description du mécanisme de
sécrétion, nous nous sommes donc intéressés a IQGAP1, un partenaire de Cdc42 qui interagit
directement avec I’actine et indirectement avec les microtubules (via CLIP-170). Nous
pensions donc pouvoir altérer le lien entre les deux cytosquelettes en inhibant I’expression de

cette protéine et aller plus loin dans la compréhension de leur role respectif dans la sécrétion
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d’IFN-y. Mais, de facon surprenante, I’inhibition de I’expression d’IQGAP1 dans les LT
n’inhibait pas uniquement la sécrétion d’IFN-y mais également sa production. Le projet a
donc pris de nouvelles directions et nous nous sommes intéressés a la régulation, par le

cytosquelette d’actine, de la signalisation en aval du TCR et des intégrines.
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3. IQGAP1 controéle le remaniement de I’'actine a la synapse

L’¢étude du role d’IQGAP1 dans D’activation des LT nous a permis de mettre en
évidence son implication dans le remaniement de 1’actine, la signalisation en aval du TCR et
de CD28, la co-stimulation par LFA-1 et la mobilité des T sur des ligands de cette intégrine.
Cette multiplicité de role d’IQGAP1 peut étre expliquée par la structure méme de la protéine
qui contient de nombreux domaines d’interaction avec des protéines aussi variées que Erk1/2,
I’actine-F, la calmoduline, Cdc42, CLIP-170... (Voir paragraphe 1.5.2 de I’introduction). Ces
domaines pourraient agir comme autant de modules, contrélant de fagon indépendante les
divers phénomeénes affectés par 1’inhibition d’expression d’IQGAP1. Cependant, j’ai fait le
choix ici de présenter mon hypothése de travail : le role d’IQGAP1 dans le remodelage de
I’actine des LT peut expliquer toutes nos observations. La discussion qui suit, vous présentera

les diverses étapes du raisonnement.

3.1-IQGAP1 controle le remaniement de ’actine

Les tests d’é¢talement sur lames recouvertes d’Ac anti-CD3/anti-CD28 ont montré
qu'lQGAP1 contrdlait 1’é¢talement des cellules T primaires humaines et Jurkat. L’étude
publiée par le groupe de D. Billadeau n’ayant pas fait état de ce défaut d’étalement dans les
LT exprimant les sh-IQGAP1 (Gorman et al., 2012), nous avons analysé et quantifié ce défaut
a l’aide de différentes techniques: quantification de [’étalement sur des images de
microscopie, mesure de I’impédance au cours du temps avec Xcelligence, et analyse de la
morphologie des LT étalés par microscopie ¢lectronique a balayage. Nous avons ainsi montré
que I’inhibition de I’expression d’IQGAP1 dans les LT induisait un défaut d’étalement des
cellules, reflétant un défaut de remaniement de I’actine. Le niveau global de polymérisation
de I’actine a été analysé par cytométrie de flux et ne révele pas de différence entre les LT
contrdle et les LT exprimant les sh-IQGAPI. Nous avons alors quantifi¢ I’exclusion de
I’actine a la synapse entre LT exprimant le sh-Controle ou les sh-IQGAPI1, et CPA. Cette
quantification a révélé un défaut d’exclusion de I’actine au niveau du cSMAC, significatif
pour I'un des deux shRNA. La quantification d’un plus grand nombre d’images révelera
certainement une différence significative pour le deuxiéme sh-IQGAP1 qui présente pour

I’instant la méme tendance que le premier.
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Figure 3.2 : IQGAP1 et remaniement de ’actine

Le défaut d’étalement observé dans les cellules exprimant les sh-IQGAP1 pourrait s’expliquer
par I’absence d’IQGAPI qui entrainerait une perte du lien entre microtubules et actine
(violet), ou par un défaut de localisation de la myosine IIA au niveau du lamellipode (orange),
affectant les mouvements du cortex acto-myosine, ou par un défaut de localisation ou
d’activité des kinases ROCK, MRCK et MLCK régulant I’activité de la myosine I1IA (bleu).



L’¢étude menée par 1’équipe de D. Billadeau sur les Jurkat exprimant des sh-IQGAP1
décrivait, a défaut d’une altération de 1’étalement des cellules, une augmentation du flux
d’actine dans le lamellipode formé par les LT étalés sur une surface recouverte d’Ac anti-CD3
(Gorman et al., 2012). Nous n’avons pas quantifi¢ ce phénomene, néanmoins il semble que
les LT qui s’étalent peu ou pas, forment tout de méme un lamellipode d’actine qui apparait
trés dense, que nous avons appelé « spreading frustré ». Si ces données sont confirmées, il se
pourrait alors qu’lIQGAPI régule négativement la polymérisation d’actine au niveau du
pPSMAC. Pourquoi, alors, les cellules ne s’étaleraient-elles pas ? Le fait qu IQGAPI se lie a
I’actine-F au niveau de son domaine N-ter et indirectement aux microtubules via CLIP-170,
fait d’IQGAPI1 une protéine de liaison entre les deux cytosquelettes. L’inhibition d’IQGAP-1
entrainerait alors une rupture du lien entre actine et microtubules. Les mouvements du
cytosquelette d’actine ne seraient donc pas suivis par les microtubules, empéchant la

déformation de la cellule (Figure 3.2).

Une autre hypothése serait que la cellule ne se déforme pas car elle est trop rigide,
suggérant un role de la myosine [IA. IQGAP1 interagit avec la chaine 1égere de la myosine au
niveau de son domaine IQ (Weissbach et al., 1998). L’absence d’IQGAP1 pourrait altérer soit
le recrutement de la myosine IIA, soit son activation, car une augmentation de 1’activité de la
myosine augmenterait la contraction acto-myosine et empécherait le relachement de la cellule
(Figure 3.2). Pour tester cette hypothese, nous commencerons par localiser la myosine ITA
dans nos LT étalés sur des lames recouvertes d’Ac, nous permettant d’analyser si le
recrutement de la myosine au niveau du lamellipode riche en actine polymérisée est affecté
par I’inhibition d’IQGAP1. Nous avons vu dans la partie I de I’introduction que les voies de
signalisation du calcium et des RhoGTPases jouaient un role majeur dans la régulation de
I’activité de la myosine IIA (voir paragraphe 1.1.3). Il serait donc intéressant d’analyser la
localisation des kinases ROCK (activée par RhoA), MRCK et MLCK dans nos LT exprimant
les sh-controle et IQGAPI, ainsi que la phosphorylation de la chaine 1égere de la myosine
apres activation du TCR. En effet, une augmentation de la phosphorylation de cette chaine
légére rendrait compte d’une plus grande activité de la myosine suggérant une augmentation
de la contraction acto-myosine pouvant expliquer le défaut d’étalement des LT en absence
d’IQGAP1. De plus, MLCK est activée par le Ca®" et la calmoduline, interagissant également
avec IQGAP1 (Hart et al., 1996). L’augmentation de Ca*" intracellulaire favorise I’activité de
MLCK et la phosphorylation de la chaine 1égére de la myosine (Gallagher et al., 1991). Or

une expérience préliminaire dans les LT Jurkat exprimant les sh-IQGAP1 a suggéré que les
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concentrations de Ca®’ intracellulaires étaient maintenues anormalement élevées aprés
activation des LT avec des Ac anti-CD3, par rapport aux cellules contrdles (données non
publiées). L’analyse plus détaillée de la phosphorylation de la chaine légere de la myosine et
de P’activité des kinases nous permettra de déterminer si la contraction acto-myosine est
altérée dans les LT exprimant les sh-IQGAP1. Nous pourrions également traiter les LT avec
de faibles concentrations de blebbistatine, I’inhibiteur de la myosine IIA, pour analyser
I’étalement des cellules T sur les surfaces activatrices, permettant de valider 1’hypothése d’un

role de la myosine.

Il nous reste donc a comprendre comment le défaut de remaniement de I’actine affecte
I’¢talement des LT sur des surfaces activatrices en absence d’IQGAPI. Il serait également
intéressant d’analyser si ce défaut d’étalement est retrouvé dans un contexte de conjugués. En
effet, nous n’avons jusqu’a présent, pas mis en évidence de défaut d’étalement des LT sur les
CPA en absence d’IQGAPI1. Mais comme discuter plus haut, le choix des conjugués en
microscopie induit un biais dans ’analyse de ce paramétre. Il nous faut donc réfléchir a une

nouvelle stratégie d’acquisition des images.

Pour analyser la contribution potentielle de certains partenaires d’ IQGAP1 dans ce
défaut d’étalement (actine-F, Cdc42, myosine IIA, CLIP-170), nous avons obtenu de P.
Chavrier a I’institut Curie, des plasmides codant pour des versions d’IQGAP Imutées dans les
différents domaines CHD, 1Q, GRD et RGCT. Malheureusement, nous n’avons jamais réussi
a transfecter convenablement les cellules Jurkat avec des plasmides de grandes tailles
(IQGAP1 a un poids moléculaire de 190kDa. Les taux de transfection obtenus étaient trop
faibles pour permettre nos études en travaillant avec ces cellules transfectées de fagon

transitoire, et nous n’avons pas réussi a établir de lignées stables.

3.2- IQGAP1 régule négativement ’activation des LT

L’inhibition de D’expression d’IQGAP-1 dans les LT humains primaires et Jurkat
entraine une augmentation de la signalisation en aval du TCR et de CD28 et une augmentation
de la production des cytokines. Nous avons émis 1’hypothese que ce défaut de régulation de la
signalisation était dii au défaut de remaniement de I’actine dans les LT exprimant les sh-

IQGAPI.
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3.2.1- Role A’ IQGAP1 dans la signalisation en aval du TCR et de CD28

Le cytosquelette d’actine et de microtubules joue un réle majeur dans les mouvements
des microclusters de récepteurs transmembranaires et de protéines de signalisation a la
synapse. Notre hypothése est donc que I’altération du remaniement de ’actine a la synapse en
absence d’IQGAP-1 entrainerait un défaut de mouvement des microclusters de signalisation
vers le cSMAC, zone d’arrét de la signalisation, et une augmentation de la phosphorylation
des protéines de signalisation. Cette hypothese est confortée par le fait que la localisation des
protéines en périphérie de la synapse (CD43, LFA-1) n’est pas affectée par I’absence
d’IQGAP1, alors que la localisation des protéines au cSMAC semble affecter (CD2, phospho-
LAT).

Les seules protéines moins phosphorylées dans les LT exprimant les sh-IQGAP1 sont
Erkl et Erk2. Mais ces protéines interagissent directement avec IQGAPI1 au niveau du
domaine WW (Roy et al., 2004). On peut donc imaginer que I’absence d’IQGAP1 affecte
directement le recrutement et/ou I’activation de ces kinases. 1l serait intéressant d’analyser la
quantité de Erk1/2 totale et non uniquement phosphorylée, dans les lysats de LT activés avec
les Ac anti-CD3/anti-CD28, pour savoir si la diminution de la phosphorylation de Erk1/2 est
due a un défaut d’expression des kinases. Nous avons également prévu d’analyser la
localisation de Erk1/2 en immunofluorescence dans des conjugués LT-CPA, et de quantifier
le recrutement a la synapse. L’analyse de 1’activation des protéines en aval d’Erk1/2 nous
permettrait également de voir si toute la voie MAPK est affectée. Cependant, le fait que la
production des cytokines ne soit pas altérée lorsque les LT sont activés avec des Ac anti-

CD3/anti-CD28 suggere que ’activation des LT est peu affectée.

L’analyse du mouvement des microclusters de signalisation a la synapse nous
permettrait de valider notre hypothése d’un défaut de recrutement au cSMAC. Mais cette
expérience est rendue difficile par le fait que les LT exprimant les sh-IQGAP1 ne s’étalent pas
sur les lames activatrices, nous pourrions alors uniquement suivre le mouvement des vésicules

dans I’espace formé par le petit lamellipode dans les cellules sh-IQGAP1.

Nous avons donc, dans un premier temps, analysé le recrutement de phospho-LAT a la
synapse dans des conjugués LT-Raji-sAg. La quantification de ce recrutement ne présente pas
de différence significative entre les cellules exprimant le sh-Contrdle ou les sh-IQGAP1. Pour
tenter d’analyser ce recrutement des protéines de signalisation a la synapse avec une

technique plus quantitative que I’immunofluorescence, C. Hivroz a développé une stratégie
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d’analyse du signalosome (inspiré du protocole de T. Harder (Harder and Kuhn, 2000)) : les
cellules Jurkat exprimant les shRNA ont donc été activées avec des billes anti-CD3/anti-
CD28 magnétiques pendant 5, 10 et 15min, ou des billes recouvertes d’Ig contrdles (pour le
point 0). Les complexes cellules + billes sont lavés, une partie est lysée pour analyser la
phosphorylation des différentes protéines de signalisation, appelée «input». Le reste est
passé sur aimant, pour isoler les complexes cellules + billes, et resuspendu en tampon
hypertonique contenant du glycerol. Cette étape est suivie de 7 cycles de congélation dans
I’azote/décongélation sur glace, et un passage sur aimant afin de retenir uniquement les
fragments de membranes attachés aux billes, correspondant donc aux protéines recrutées au
site d’activation. Ces échantillons sont appelés « signalosome ». Les lysats sont analysés par
Western-Blot, et montrent que le recrutement ne semble pas altéré dans les cellules ayant
perdu I’expression d’IQGAP. Cette expérience préliminaire devra étre reproduite, mais on
peut conclure de ces résultats que les protéines de signalisation semblent recrutées et forment
un signalosome au niveau de la zone de contact entre LT et billes anti-CD3/anti-CD28, en
présence ou en absence d’IQGAP1. Cependant, cette expérience ne rend pas compte de la
dynamique des clusters a la synapse et de la migration vers le cSMAC. 1l faudra donc trouver
un moyen d’étudier cette dynamique par vidéo-microscopie ou TIRF microscopie malgré le
défaut d’étalement des LT exprimant les sh-IQGAP1. Une fois encore, le role de la myosine
dans le mouvement des microclusters mériterait d’étre étudié, méme s’il est toujours
controverse, et que certains résultats démontrent que la myosine IIA controle la stabilité de la

synapse et non le mouvement des microclusters (Babich et al., 2012; Beemiller et al., 2012).

3.2.2- Role A’IQGAP1 sur la production des cytokines

Comme nous ’avons mentionné dans la deuxiéme partie de cette discussion, 1’étude
d’IQGAP1 a débuté dans le but de poursuivre la description du mécanisme de régulation de la
sécrétion des cytokines, pour deux raisons : premierement nous avions montré que Cdc42
controlait le remaniement de ’actine a la synapse nécessaire a la sécrétion de I’IFN-y, et
deuxiémement, IQGAP1 avait été décrit comme une protéine clé de la sécrétion des
métalloprotéases par son interaction avec les sous-unités Sec3 et Sec8 du complexe exocyste
(Sakurai-Yageta et al., 2008). Malheureusement, nos résultats ont révélé que 1’inhibition de

I’expression d’IQGAPI1 affectait la production des cytokines, nous empéchant d’analyser le
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role de cette protéine sur 1’étape de sécrétion, nos résultats n’excluent en effet pas que cette

¢tape soit affectée par 1’absence d’IQGAP1.

Les défauts de production des cytokines correspondent & une augmentation ou a une
inhibition selon le type de stimuli utilisés pour activer les LT. Avec les billes anti-CD3/anti-
CD28 ou les Ac couplés aux puits de plaque 96, I’inhibition de I’expression d’IQGAP1
entraine plutdt une augmentation de la production de cytokines ; alors que lorsque les LT sont
activés par des CPA, I’inhibition de I’expression d’IQGAPI1 entraine une diminution de la
production, révélée par cytométrie de flux et PCR quantitative. Nous reviendrons plus bas sur
la sécrétion des cytokines par les LT activés avec des CPA. Concernant ’activation avec les
Ac, ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par le groupe de D. Billadeau (Gorman et
al., 2012). Cette augmentation va avec I’augmentation de la signalisation discutée
précédemment. [.’augmentation de la phosphorylation des protéines de signalisation en aval
du TCR est trés importante, et nous aurions pu nous attendre a un effet plus marqué sur les
concentrations d’IFN-y détectées dans le surnageant. Mais nous avons également montré que
I’absence d’IQGAP1 induisait un défaut d’exclusion de I’actine au niveau du cSMAC. Nous
ne pouvons donc pas exclure qu'un défaut d’exocytose de I’'l[FN-y s’additionne a une
augmentation de la production de la cytokine, avec le mécanisme révélé dans la premiere
¢tude (Chemin et al., 2012). Pour tester cette hypothése, nous pourrions analyser la production
des cytokines par marquages intracellulaires et cytométrie de flux en absence de brefeldine-A,

pour voir s’il y a une accumulation des cytokines dans les LT exprimant les sh-IQGAP1.

Les premicéres expériences permettant d’analyser la sécrétion des cytokines dans les
LT exprimant le sh-contrdle et les sh-IQGAP1, avaient été réalisées avec des CPA, pour étre
dans les conditions les plus physiologiques possibles. Elles révélaient une inhibition de
I’activation des LT. Ces résultats étaient en contradiction apparente avec ceux publiés
récemment par le groupe de D. Billadeau et nos propres résultats sur les LT activés par anti-
CD3/anti-CD28, qui montrent une augmentation de ’activation des LT. Nous avons alors
cherché a savoir quel signal donné par la CPA ¢tait altéré dans les LT n’exprimant pas
IQGAPI. L’activation des LT avec des Ac anti-CD3/anti-CD28 et de I'ICAM-1 nous a
permis d’émettre ’hypothése que la différence entre ces deux phénotypes provenait du signal

LFA-1.
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3.3- Role d’IQGAP1 sur la signalisation LFA-1

Les analyses de production des cytokines lorsque les LT sont activés avec des Ac anti-
CD3/anti-CD28 et de I'ICAM-1 révelent que 1’absence d’IQGAPI inhibe I’effet co-
stimulateur de la liaison LFA1/ICAMI1. Ces résultats peuvent s’expliquer par un défaut
d’expression de LFA-1, un défaut de changement de conformation aboutissant a la forme de
haute affinité de LFA-1 (signalisation outside-in), par un défaut d’agrégation ou d’avidité de

LFA-1, ou par un défaut de signalisation inside-out des intégrines.

3.3.1- Expression des différentes formes de LFA-1

L’analyse par cytométrie de 1’expression de LFA-1 n’a pas révélé de diminution
d’expression dans les LT exprimant les sh-IQGAP1 par rapport aux LT contrdles. La
quantification de I’exclusion de LFA-1 a la synapse, par microscopie, n’a également pas mis
en évidence de défaut de localisation de I’intégrine en absence d’IQGAPI1, ce qui pouvait
paraitre surprenant compte tenu du défaut d’exclusion de ’actine au centre de la synapse.
L’expression de la forme de haute affinit¢ de LFA-1 par les LT exprimant les shRNAs
contréle ou spécifiques d’IQGAPI1, a été étudi¢e en utilisant les mAb-24 et NKIL-16 (voir
paragraphe 2.3.1.2 de I’introduction). La spécificité de ces Ac a été testée avec des LT Jurkat
sur-exprimant la forme affine de LFA-1, et des Jurkat exprimant ou non LFA-1 (données par
O. Schwartz, Institut Pasteur, Paris). Ces Ac sont bien spécifiques de la forme affine,
malheureusement, les LT que nous utilisons apres infection par les lentivirus sont des blastes
et non des LT au repos, et le niveau basal d’expression de la forme affine de LFA-1 est tres
¢levé dans ces cellules. Nous n’avons pas observé de différence entre les LT exprimant le sh-
Contrdle ou les sh-IQGAP1, mais nous n’avons pas non plus observé d’augmentation du
marquage apres activation des LT par des CPA. Les résultats sont donc difficilement
interprétables. Les différentes lignées Jurkat obtenues de 1’équipe d’O. Schwartz (sur-
exprimant la forme affine de LFA-1 ou n’exprimant pas du tout LFA-1) pourraient étre
utilisées pour analyser la production des cytokines dans ces cellules exprimant les sh-
IQGAPI. Si I’hypothése d’un défaut de changement de conformation de LFA-1 est vraie,
alors en infectant les LT Jurkat sur-exprimant la forme affine de LFA-1 avec les sh-IQGAPI,
nous devrions retrouver une production normale de cytokines par rapport aux LT contrdles. Et

en infectant les Jurkat n’exprimant pas du tout LFA-1, nous devrions obtenir des niveaux
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similaires de production de cytokines entre LT exprimant le sh-contrdle et LT exprimant les
sh-IQGAP1, activés par des CPA ou sur des surfaces recouvertes d’Ac anti-CD3/anti-CD28 +
ICAM-1. 1l faudrait alors analyser la production d’autres cytokines que I’IFN-y, qui n’est pas
exprimé par les Jurkat. Malheureusement, ces cellules doivent étre maintenues dans un milieu
contenant de la puromycine, nous empéchant de sélectionner les cellules transduites apres
infection lentivirale. Il faudrait alors utiliser des shRNAs couplés a la GFP pour pouvoir

s¢lectionner les cellules exprimant les ShRNA sans utiliser la puromycine.

Nous avons vu dans la partie IT de I’introduction, que I’agrégation des molécules de
LFA-1, dépendante de I’actine, régulait son avidité, et jouait donc un role sur I’activation de
LFA-1 (van Kooyk and Figdor, 2000). Il serait donc tentant d’imaginer que le défaut de
remaniement de I’actine induit par I’absence d’IQGAP1 entraine un défaut d’agrégation des
molécules de LFA-1. Cette hypothése pourrait étre testée en utilisant la microscopie de haute

résolution permettant d’analyser la taille des clusters de LFA-1 a la surface cellulaire.

Nous n’avons donc pas pour I'instant de données solides concernant un défaut de

changement de conformation de LFA-1 ou d’augmentation de I’avidité de I’intégrine.

3.3.2- LFA-1 et balance entre migration et stabilisation du contact

Comme nous I’avons vu dans I’introduction de ce manuscrit, la liaison de LFA-1 a son
ligand permet la migration des LT ainsi qu’un signal de maintien du contact entre LT et CPA
apres stimulation du TCR. Cette balance entre les signaux « stop and go » dépend de la
conformation de LFA-1 régulant son affinité (Hogg et al., 2011). Les analyses du mouvement
des LT sur des lames recouvertes d’ICAM-1 +/- anti-CD3 par vidéo-microscopie, nous ont
apportés une information importante : les LT exprimant les sh-IQGAP1 migrent normalement
sur 'ICAM-1 seul, mais ne stoppent pas sur les surfaces ICAM+anti-CD3, alors que les LT
controles s’arrétent sur ces surfaces. Ces résultats indiquent que LFA-1 en conformation
intermédiaire est bien exprimé par les LT en absence d’IQGAPI, permettant ainsi la
migration des cellules ; et suggerent que le signal TCR n’induit pas de signal stop. Nous
avons donc supposé que la signalisation inside-out des intégrines était altérée dans les LT
exprimant les sh-IQGAP1, car le changement de conformation final induit par la signalisation
inside-out et la liaison de LFA-1 a son ligand permet I’arrét des cellules. Ceci n’exclut pas

que la signalisation outside-in soit altérée. Nous avons vu dans 1’introduction (paragraphe
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3.4.1), que la signalisation LFA-1 se fait par la formation d’un complexe composé, entre
autres, de la GTPase Rapl, de RapL, de la taline et de la kindline-3. Il nous faudra donc
analyser la localisation de Rap1, car les défauts de remaniement de I’actine pourraient affecter
le recrutement des vésicules contenant Rap1 au niveau du pSMAC. De plus IQGAPI interagit
directement avec Rapl au niveau de son domaine IQ (Jeong et al., 2007), le recrutement de
Rap1 par IQGAPI1 pourrait donc étre direct ou via 1’actine-F. Nous analyserons également,
par microscopie, le recrutement d’autres protéines de signalisation LFA-1 comme la taline, la
kindline-3, et la formation des complexes de signalisation, dans les LT activés avec des CPA
ou sur des surfaces recouvertes d’Ac anti-CD3/anti-CD28 +/- ICAM-1. Nous analyserons
¢galement I’activation de Rapl par Western-Blot avec les lysats de LT exprimant les sh-
controle ou spécifiques d’IQGAPI, activés avec des Ac anti-CD3/anti-CD28 +/- ICAM-1.
Des défauts de recrutement ou d’activation de ces protéines bloqueraient la signalisation de
LFA-1 et pourraient expliquer le défaut d’arrét des LT exprimant les sh-IQGAP1 sur les
surfaces recouvertes d’Ac anti-CD3 et d’ICAM-1.

L’analyse des mouvements des LT sur les surfaces recouvertes d’ ICAM-1 +/- anti-
CD3 par vidéo-microscopie, nous a montré¢ que les LT exprimant les sh-IQGAP1 ne
s’arrétaient pas sur 1’anti-CD3 en présence d’ICAM-1. Ceci explique ’absence de co-
stimulation de la liaison LFA-1/ICAM-1 mise en évidence par I’analyse de la production des
cytokines. Nous étudierons donc par vidéo-microscopie, le mouvement des LT sur des CPA.
Deux résultats peuvent étre attendus dans les LT exprimant les sh-IQGAPI1 : soit les LT
scanneront les CPA de facon plus intensive, en formant moins de contacts stables comme
observé sur anti-CD3/ICAM-1, car les défauts de remaniement de I’actine affectent la
signalisation LFA-1 empéchant 1’ouverture de la protéine et la stabilisation du contact ; soit
les LT, plus «rigides » interagissent avec les CPA sans s’¢étaler, les défauts de remaniement
de l’actine bloquant la mobilité des cellules et la dissociation des conjugués nécessaires au
scanning de plusieurs CPA. Dans les deux cas, 1’inhibition de la production des cytokines est

attendue (Figure 3.3).

Les différentes expériences proposées au cours de cette discussion nous permettront de
mettre en évidence le réle du remaniement de 1’actine, contrdlé par IQGAPI, régulant la
signalisation en aval du TCR et de LFA-1 nécessaire au scanning des CPA par les LT et a
I’activation des LT aboutissant a la production et a la sécrétion des cytokines orchestrant la

réponse immunitaire.
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ANNEXES




Article 1.

Cytokine secretion by CD4" T cells at the immunological synapse requires Cdc42-

dependent local actin remodeling but not microtubule organizing center polarity

Chemin K', Bohineust A', Dogniaux S, Tourret M, Guégan S, Miro F, Hivroz C
Journal of Immunology, 2012, 189(5): 2159-68. "' contributed equally to this work

Dans cet article, nous avons montré que Cdc42 contrdlait le remaniement de I’actine a
la synapse nécessaire au recrutement et a la concentration des vésicules contenant ’IFN-y au

centre de la synapse, et a la sécrétion vers la cellule présentatrice.

Ce projet a été initié par S. Guégan et repris par K. Chemin, avec qui j’ai travaillé lors
de mon arrivée dans le laboratoire. Ma contribution dans ce projet, a ét¢ de développer le
protocole d’infection des LT primaires humains avec les lentivirus contenant les shRNAs. J’ai
ensuite pu confirmer les résultats obtenus sur la sécrétion des cytokines dans ce modele de LT
primaires, et analyser le remaniement du cytosquelette dans les LT exprimant les shRNAs, en
développant de nouveaux outils pour la quantification de I’exclusion de I’actine et de la
dispersion des vésicules contenant I’IFN-y. J’ai réalisé les figures et contribué a 1’écriture de

P’article.
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Article 2.

Crosstalk between T lymphocytes and dendritic cells

Hivroz C, Chemin K, Tourret M, Bohineust A
Critical Reviews in Immunology, 2012, 32(2): 139-55.

Dans cette revue, nous avons discuté de la distribution spatiale des molécules a la
surface des LT et des DC lors de ’interaction entre ces deux types cellulaires menant a la
mise en place de la synapse immunologique. Cette revue présente et met en perspective
¢galement les résultats récents sur la réorganisation du cytosquelette d’actine et de

microtubules au niveau du LT et de la DC.

Ma contribution dans cette revue, a été de réaliser les figures d’illustration et de

participer a I’écriture de I’article.
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Article 3.

T cell polarity at the immunological synapse is required for CD154-dependent 11.-12

secretion by dendritic cells

Tourret M', Guégan Sl, Chemin K, Dogniaux S, Miro F, Bohineust A, Hivroz C
Journal of Immunology, 2010, 185(11): 6809-18. "' contributed equally to this work

Dans cet article, nous avons montré que CD154 (ou CD40L) était recruté et concentré
a la synapse entre LT primaires humains et DC autologues, et que ce recrutement était régulé
par la polarisation du centrosome des LT a la synapse. Cette polarisation contrdle également
la signalisation Stat3 induite par la liaison de CD154 a CD40 dans les DC, et la sécrétion
d’IL-12 par ces DC.

Dans ce projet, j’ai réalisé des expériences de co-cultures entre DC et LT primaires
humains, j’ai participé a I’analyse d’images et aux réflexions permettant la maturation du

projet lors de nos réunions d’équipe.
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Article 4.

Force generation upon T cell receptor engagement

Husson J, Chemin K, Bohineust A, Hivroz C, Henry N
Plos One, 2011, 6(5): e19680.

Dans cet article, J. Husson a développé un modéle de « biomembrane force probe »
afin de mesurer les forces que développent des LT sur une CPA. Ce modéle consiste a
immobiliser un LT avec une micropipette et a lui présenter une bille recouverte d’Ac anti-
CD3 et/ou des Ac anti-CDI8 greffée a un globule rouge (également capturé avec une
micropipette). Ce mod¢ele a permis de montrer que les LT généraient des forces de poussée et
de traction sur le couple bille-activatrice/globule rouge, que ces forces dépendaient de la
stimulation du TCR, qu’elles ¢étaient modifiées par la présence, sur la bille, de ligands de
LFA-1, et qu’elles dépendaient de la polymérisation d’actine. Ce mod¢le a également permis
de montrer que les LT adaptent les forces développées a la rigidité de la CPA (ici le globule

rouge portant la bille activatrice).

J’ai participé a ce projet en purifiant des LT primaires humains et en analysant par
microscopie des synapses formées entre LT et billes utilisés pour cette étude. J’ai également
participé a 1’¢élaboration du projet en participant activement aux discussions avec les différents

auteurs.
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Article 5.

Human inflammatory dendritic cells induce Th17 cell differentiation

Segura E, Touzot M, Bohineust A, Cappuccio A, Chiocchia G, Hosmalin A, Dalod M,
Soumelis V, Amigorena S
Immunity, 2013, 38(2): 336-48.

Dans cet article, les auteurs ont caractérisé une population de DC, qui serait dérivée
des monocytes, isolée a partir de fluides inflammatoires humains (liquide synovial et ascite).
Ces DC inflammatoires humaines stimulent la production d’IL-17 par les LT CD4" mémoires

autologues, et induisent la différenciation des LT CD4" naifs en Th17.

Dans ce projet, C. Hivroz et moi-méme avons mis en place la récupération des ascites
ovariens a |’Institut Curie, dans le cadre d’un projet d’analyse de la synapse des LT infiltrant
les tumeurs, en collaboration avec le groupe de P. van der Bruggen (Ludwig Institute for
Cancer Research Ltd, Bruxelles, Belgique). J’ai donc participé a la récupération et au
traitement des échantillons d’ascite, et de liquides synoviaux, ainsi qu’a 1’isolation des

différents types cellulaires a partir de ces fluides.
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Article 6.

The SNARE protein VAMP7 controls T cell activation by regulating recruitment and
phosphorylation of LAT subsynaptic vesicles at the TCR activation sites

Larghi P, Williamson DJ, Carpier JM, Dogniaux S, Chemin K, Bohineust A, Danglot L, Gaus
K, Galli T, Hivroz C
Nature Immunology, 2013, 14(7):.

Dans cet article, notre équipe a montré que la prot¢ine SNARE VAMP-7 contrdlait le
recrutement des vésicules sub-synaptiques contenant LAT au site d’activation du TCR,

permettant la phosphorylation de LAT, la formation du signalosome LAT et I’activation des

LT.

Ma contribution dans cet article a été de participer a I’infection des LT primaires
humains avec les lentivirus contenant les shRNAs spécifiques de VAMP-7, permettant ainsi
de confirmer les résultats obtenus avec les LT Jurkat et les LT primaires murins dans les LT
CD4" primaires humains. J’ai également participé a la quantification des images de
microscopie, et, de la méme fagcon que pour I’article sur CD154, j’ai participé aux réflexions

permettant 1’¢laboration du projet lors de nos réunions d’équipe.
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