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Premiere partie : Un apercu de la
dynamigue des membranes plasmiques.

Implications pour le TCR.
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1. Dynamique membranaire et mobilité des eléments deigace

L’objectif de ce premier chapitre n’est pas deis&alune revue exhaustive de la biologie
des membranes, mais de simplement rappeler quetifapss dans la compréhension des
mécanismes favorisant ou restreignant la diffudiatérale des protéines au sein de la

membrane plasmique.

1.1.La mosaique fluide :

En 1974, Singer et Nicolson proposent un modeleémgéndécrivant la structure des
membranes cellulaires et notamment de la membiasenue (Singer and Nicolson, 1972).
Cette derniere est présentée comme une « mosdiglef. La membrane est formée par une
bicouche de phospholipides exposant leur téte ngolau milieu aqueux environnant et
protégeant leur queue hydrophobe. Les protéinsariapartie de la membrane sont plus ou
moins profondément ancrées dans cette bicouche dais sa périphérie (protéines
périphériques) soit en la traversant (protéinedgiraies). Des interactions de faible énergie
avec les phospholipides environnants stabilisest peotéines dans la bicouche. Les
phospholipides constituent la matrice de la mendrdni conférant un caractere fluide
rendant possibles les mouvements de translatiorpaggines membranaires, autrement dit
leur diffusion latérale (Figure 1). Cette diffusitaznérale est librd,e .simplement produite par
les mouvements browniens. La diffusion latérale mteséines a ainsi pu étre modélisée en se
basant sur I'hypothese de la mosaique fluide (Saffemd Delbruck, 1975).

La diffusion latérale de protéines au sein de memds cellulaires ou artificielles a pu
étre déterminé en utilisant la technique de FRAHudrescence Recovery After
Photobleachinyj(Axelrod et al., 1976). Cette diffusion latéraks en général quantifiée par le

coefficient de diffusion, grandeur exprimée en |sm2/
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Figure 1 : Schéma de la membrane plasmique vue conenune « mosaique fluide » (Singer
and Nicolson, 1972).

Selon ce modéle de structure de la membrane plasmiq matrice de la membrane es
constituée de phospholipides (A) qui autorisentliffusion latérale des protéines au cours du temj
(représentée par la fleche rouge), présentes esai forme de protéines périphériqgues (B) ou d
protéines dites transmembranaires ou intégrales (C)

D’apres (Singer and Nicolson, 1972).
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1.2. Limites au modéle de la mosaique fluide :

Deux faits expérimentaux sont rapidement entrésamradiction avec des prédictions
issues du précédent modéle.

Premierement, les mesures effectuées sur divensggines au sein de membranes
cellulaires ont révélé un coefficient de diffusinattement inférieur, d’'un facteur 5 a 50, a
celui des mémes protéines mais mesuré au sein ddmaees artificielles ( (Kusumi et al.,
2005), (Jacobson et al., 1987)). C'est seulemens d& dernier cas que les constantes de
diffusion des protéines correspondent aux valettsndues d’apres la modélisation de
Saffman. Des mécanismes agissent donc au seinetabnanes cellulaires pour restreindre la
diffusion des protéines. En outre, certaines pnewi tels les récepteurs a I'acétylcholine
situés sur la zone post-synaptique des myocytes tetalement immobiles (Tank et al.,
1982). En revanche, des protéines situées au seipodrgeonnements membranaires non
soutenues par le cytosquelette d’actine possedentiffusion comparable a celle observée
dans des membranes atrtificielles (Tank et al., 1982

Deuxiemement, d’aprés le modele proposé par Saffetadelbrick, la diffusion d’un
constituant protéique dans la membrane ne dépertidjpement pas de sa taille. Ce fait a été
vérifié dans des membranes artificielles (Peterd @merry, 1982). On pourrait ainsi
S’attendre a ce que suite a la formation d’'un aligee, il n’y ait pas de différence entre les
caractéristiques de diffusion de I'édifice et celths constituant initial. Cette prédiction s’est
néanmoins vue contredite par diverses études pastanla dynamique de récepteurs aux
hormones (Nelson et al., 1999; Roess et al., 2000).

Ces observations convergent pour soutenir I'idéelgudiffusion des protéines au sein de
la membrane plasmique n’est pas libre : des conémi(dont la nature sera précisée plus loin)
restreignent cette diffusion.

1.3. Compartimentalisation par des barrieres cytoplgees

L’étude de la protéine bande 3 des hématies (Sle¢etlz, 1980) a permis de révéler que
la diffusion de cette protéine au sein de la membalasmique était restreint par le réseau

sous-membranaire constitué par une protéine nonspeetrine. Ce systéme est néanmoins
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particulier aux hématies et I'on ne retrouve pagalméseau de spectrine dans d’autres types
cellulaires.

Edidin montre en 1991 que des molécules ne difféqar par leur mode d’ancrage a la
membrane different également dans leur mobilitéréde¢: seule celle possédant un domaine
cytoplasmique voit sa diffusion latérale restreinte qui suggere I'existence de barriéres
cytoplasmiques contrariant la libre diffusion dest@ines (Edidin et al., 1991). Une approche
similaire, employant des molécules du CMH (Compligtageur d’Histocompatibilité) mutées
afin de posséder un domaine cytoplasmique de falilie ou moins grande, a conduit a des
conclusions similaires : des mesures par FRAP gunsil’'emploi de « pinces optiques » (une
méthode qui permet a l'aide d'un laser focalisé sar objet, par exemple une bille
microscopique, d’exercer une force sur cet objat)roontré que la diffusion des molécules
augmentait lorsque la taille de leur domaine cwysplique diminuait, de sorte que des
barrieres cytoplasmiques a la diffusion, situéeer@iron 2-3 nm sous la membrane
plasmique, pouvaient étre responsables de ce coenpent (Edidin et al., 1994).

Des études menées en parallele et employant du Buparticule isoléeSingle Particle
Tracking SPT) a hautes résolutions temporelle (I'inteevaihtre deux images étant de 33 ms)
et spatiale ont conduit a des observations compiéaires (Figure 2). Au cours de ces études,
le mouvement de diffusion des constituants memilnesmaest classé en différentes
catégories : diffusion restreinte (la diffusion ldeparticule est limitée dans I'espace, comme
si celle-ci était restreinte par un obstacle physjgdiffusion stationnaire (la particule semble
immobile) et diffusion libre (la diffusion de la mgi@ule ne subit aucune entrave).
L’'observation dans le temps permet de mettre enleée l'alternance de «longues »
(environ 30 s) périodes de diffusion restreintdebréves périodes de diffusion libre (Figure
2A) ((Kusumi et al., 1993), (Sako and Kusumi, 1994)e les auteurs ont nommeé Diffusion
Saltatoire Hop Diffusiorn).

Ces observations ont conduit les auteurs a proplesanodéle des «enclos du
cytosquelette membranaire) ifiembrane skeleton fence(iKusumi et al., 1993) (Figure 2B)
qui explique que c’est la compartimentalisationlaenembrane plasmique qui est a l'origine
de ces observations : le cytosquelette forme urarésous-membranaire qui confine les

protéines dans des domaines d’environ 300-600 nodte expliquant la diffusion restreinte.
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Figure 2: Les modes de diffusion des constituantsmembranaires révélent la
compartimentalisation de la membrane plasmique.

A - La diffusion d’'un constituant de la membranagphique (ici un phospholipide) marqué par une Qadi
d’or colloidal et suivi a haute résolution templeel25 ps) révéle le caractere alternativementeaiestet
rapide de cette diffusion. Ce phénomene dop-diffusion», observé sur les protéines ainsi que les lipidg
membranaires, révele la compartimentalisation aedmbrane plasmique.

B — Le modéle du ¥embrane Skeleton Fenseexplique le caractére alternativement restreiiibre de la
mobilité des constituants membranaires : la mo&ayl’elle soit une protéine transmembranaire {ldeuun
phospholipide (rouge), est la plupart du temps ioéef a I'intérieur d’'un compartiment, ce qui expkgles
périodes de diffusion restreinte ; de temps-en-tgrafpe franchit la limite entre deux compartimetitsches
bleu et rouge), ce qui se traduit par une brevegérde diffusion libre.

C — Le détail montre a quelle échelle le modéléadmosaique fluide (Cf. Figure 1), selon lequetiifusion
latérale est libre au sein de la membrane, regtiicaple en termes de mobilité des constituants bnanaires.

D’aprés (Kusumi et al., 2005)
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La constante réorganisation du cytosquelette gumsiles fluctuations de la distance entre
réseau sous-membranaire et membrane autoriseaat ® ©ccasionnel d’'un compartiment a
un compartiment adjacent, expliquant la diffusiobrd. L’'occasionnelle liaison d’'une
protéine au cytosquelette explique le mode de sliffu stationnaire (cas du complexe E-
cadhérine/caténine/actine, (Kusumi et al., 1993nibige et al., 1998)).

L’'observation que tous les constituants de la mamdyry compris des phospholipides
(Fujiwara et al., 2002), sont soumis au phénomendiffLision saltatoire a amené les auteurs
a compléter le modéle dumembrane skeleton fensepour prendre en compte le rble des
protéines transmembranaires ancrées au cytosgueletttine qui se comportent comme
autant de «piquets » et contribuent a la restrictide diffusion des constituants
membranaires. Le modéle résultant est nomrRénces and Pickets modelFigure 3 A et
B) (Kusumi et al., 2005; Murase et al., 2004).

1.4. Rdle potentiel des microdomaines lipidiques :

Beaucoup de faits autour des microdomaines lipesqoulipid rafts) sont encore sujets a
controverse, que ce soit concernant leur existdece,taille ou leur demi-vie d’existence.
Sans entrer dans les détails, il semble souhaitdblesouligner dans quelle mesure ces
microdomaines peuvent contribuer a la compréhensienla mobilité des constituants
membranaires.

Les microdomaines lipidiquesdifid rafts) sont définis en 1997 par Simons et lkonen
(Simons and lkonen, 1997). Cette notion est baséeuse définition opérationnelle : les
constituants des kpid rafts » sont insolubles a 4°C dans le Triton X-100 (étedyent non
ionique), ce qui forme des DIG (poDetergent Insoluble Glycolipid-enriched Complexes
Cette fraction est enrichie en cholestérol et eningmlipides, ce qui confere une faible
densité durant la centrifugation sur grandient @erase. Des protéines possédant une ancre
Glycophosphatidyl Inositol (GPI), des protéines ldement acylées par des acides gras
saturés€.g.la protéine kinase Fyn) se retrouvent dans les DIG

Bien que ce point fasse encore I'objet de débhtmpparait, suite a des études par
FRAP (Kenworthy et al., 2004), que I'appartenancea micro-domaines lipidiques n’influe

pas sur la mobilité a grande échelle (de I'ordreniicrometre) des protéines membranaires.
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Figure 3: le modéle des #ences and Pickets» explique la compartimentalisation des
constituants de la membrane plasmique

Le modele des kences and Picketsprend en compte la contribution de deux typestdmpmenes
pour expliquer le type de mobilité latérale obsepug les constituants membranaires et le phénordene
« Hop-diffusion » :

A — Le réseau sous-membranaire d’actine constituebstacle élastiqugence)a la diffusion des constituants
membranaires comportant un domaine cytoplasmique.
B — Les protéines ancrées au cytosquelette d’afginkets)forment autant d’obstacles contre lesquels vienngn
buter tous les constituants membranaires.

D’apres (Kusumi et al., 2005)
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Ces conclusions rejoignent celles d’études menées HCS Fluoresence Correlation
Spectroscopy montrant que l'existence de microdomaines lipiéig| peut restreindre la
mobilité des protéines membranaires a I'échellevsatmmeétrique (Lenne et al., 2006) : les
protéines associées a ces domaines seraient dyremegt incluses et exclues de ceux-ci et

n'y demeureraient que peu de temps (de l'ordredaed).

1.5. Transport dirigé de protéines en surface de edllul

Jusqu’ici, seuls des mécanismes responsables dastriction de la mobilité latérale de
protéines ont été présentés. Néanmoins, certamgéoaoignent d’une augmentation de la
mobilité de protéines membranaires. Ainsi, la diffun et la mobilité linéaire d&2 intégrines
augmente lorsque le céne de croissance axonalutéaseest soumis a un traitement par du
Neural Growth FactoNGF) (Grabham et al., 2000). Ce phénomeéne dégeniihtégrité du
cytosquelette d’actine et semble nécessiter I'igietion de la myosine de type II. Une liaison
directe a par ailleurs été mise en évidence eatrBlyosine X et 1a32 intégrine, ce qui
suggere 'existence de mécanismes de transpoftdectiomposants membranaires en surface
des cellules par I'intermédiaire de moteurs molgices (Zhang et al., 2004).

Le phénoméne de repolarisation de l'intégrine LFALgukocyte Function-associated
Antigen ) est par ailleurs bien documenté pour les lymptescyl lors de leur interaction
avec une Cellule Présentatrice d’Antigénes (CPA}@ntant des peptides agonistes (Wulfing
and Davis, 1998).

Enfin, I'observation de LT en interaction avec upieouche lipidique présentant des
complexes peptide-CMH agonistes a révélé que lescroclusters »de TCR (cf. infra)
convergent vers le centre de la zone de contaopigiant d’'un transport dirigé (Varma et
al., 2006; Yokosuka et al., 2005). Les mécanisméEsrigine de ce phénoméne demeurent
flous méme si une mobilité explicable par des nmmstenoléculaires a déja été recherchée
(Jacobelli et al., 2004; Moss et al., 2002).

1.6. Une vision actuelle de la membrane plasmique :

La vision de l'organisation de la membrane plasmiquévolué depuis le modéle de la
mosaique fluide : celle-ci ne constitue pas uninanin en deux-dimensions au sein duquel

les protéines membranaires diffusent librement. Badraintes agissent et restreignent la
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mobilité des constituants membranaires et paréoeitnent des protéines. Ces contraintes ont
divers supports physiques : la matrice-extra-cailal pourrait agirvia la portion extra-
cellulaire des protéines. La partition de la membrplasmique, plus précisément I'existence
de micro-domaines lipidiques pourrait influencedéplacement des protéines en fonction de
leur mode l'ancrage ainsi que de la séquence edesciaminés de leur portion
transmembranaire. Enfin, le cytosquelette d’actigeait par deux moyens : en formant un
réseau, il limiterait par répulsion stérique lafufon des protéinevia leur domaine
cytoplasmique ; de plus, en permettant I'ancragerd&ines par liaison directe ou indirecte
au cytosquelette, il créerait autant de « piquetativement peu mobiles et contre lesquels
viendraient butter tous les constituants membrasaice qui contribuerait a limiter leur
diffusion latérale.

La mobilité des constituants membranaires est hare variable dans le temps
comme dans l'espace. Un exemple frappant est fquanil'intégrine LFA-1 qui, sur un
lymphocyte T en migration, est immobile au niveas goints focaux d’adhésion au substrat
mais est capable de diffuser au sein de l'uroptaleéggion postérieure du lymphocyte en
migration).

La partition de la membrane a par ailleurs des @gumsnces sur les fonctions de la
membrane plasmique : elle permet I'organisationofmscale des cellules organisées en
épithélium ; elle rend aussi possible la transductie signaux et ainsi que l'organisation
d’édifices macro-moléculaires. Par exemple, I'ofigirisation du récepteur en réponse a la
liaison de son ligand hormone ralentit la diffusiatérale de I'édifice (Nelson et al., 1999;
Roess et al., 2000), ce qui peut favoriser ladimide molécules capables de transduire le
signal dans le cytoplasme.

Les modalités d'organisation de la membrane plasenigpeuvent moduler le
comportement dynamique des constituants membraneirame par exemple celui du TCR

dans le cas de figure des Lymphocytes T (LT).

2. Lymphocytes T et TCR

Le propos de ce chapitre est de décrire les caistajées importantes relatives au TCR

afin de comprendre comment ceux-ci peuvent infleesa dynamique en surface des LT.

28



2.1le TCR

Le TCR (pourT Cell Receptgrou Récepteur a I’Antigéne des Lymphocytes T jleudle
de « module de reconnaissance » des antigenesidéocegx-ci sont présentés dans le contexte
du CMH. Nous nous focaliserons sur le TCR desulfT, qui représentent la majorité (95%)

des LT de I'organisme et omettrons le TCR des/&T

2.1.1. Structure

Le TCR est un hétérodimére comportant une chaiaeune chain@, chacune étant une
glycoprotéine transmembranaire de type | appartenan la super-famille des
Immunoglobulines (lg). Le domaine N-terminal, extedlulaire, de chaque chaine comporte
une région constante (C) ainsi qu’une région véigl) séparées par une région charniére
(cf. infra le mode de génération de la région variable). benalne transmembranaire,
hydrophobe, comporte des acides aminés chargévpomnt, fait essentiel a la formation
du complexe avec le CDZf( infra). Le domaine cytoplasmique, court et ne comportant
gu’entre trois et douze acides aminés, est dépodiactivité enzymatique (Bentley and
Mariuzza, 1996). Les deux chaines sont unies dmfegvalente par un pont disulfure.

Le module de reconnaissance de I'antigéne est fpanéassociation des domaines V des
chainesa et 3 (Va et VB). Plus précisément, on trouve au sein de chaquierréd/ des
domaines hypervariables nommée€amplementary Determining Regienou CDR (par
analogie aux régions CDR des Immunoglobulines)uffeigt). Les CDR 1 et 2 se lient au
CMH tandis que les CDR3 se lient au peptide anitgén (Jorgensen et al.,, 1992;
Sant'Angelo et al., 1996).

L’hétérodimere a3 est responsable de la reconnaissance du peptitigéraque ;
néanmoins, son court domaine cytoplasmique ne pgrasede transduction du signal suite a

la reconnaissance du signal : ce réle est dévotomplexe CD3.

2.1.2. Le complexe CD3-TCR

Le CD3, module de transduction du signal associéT@R, est un complexe se

composant de six sous-unités constituées par Eaeady, o, € et : un complexe CD3
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comporte un hétérodimeye, un hétérodimerée ainsi qu’'un homodiméré( (Rudolph et al.,
2006; Schumacher, 2002). Les chaines et € comportent un domaine Ig en position extra-
cellulaire alors que les chainésen sont dépourvues. Toutes les chaines possedent u
domaine transmembranaire comprenant des acides éaminmydrophobes chargés
négativement : cette propriété permet I'associatiea chaines composant le CD3 au TCR
(Figure 5). Les domaines cytoplasmiques des chaine€D3 renferment des motifs dits
ITAM (pour Immunoreceptor Tyrosines-based Activation Mptibnsistant en une séquence
YxxL(x)s.8YxxL). Plus précisément, les chaingd et & possedent chacune un ITAM tandis
gue les chaine& en comportent trois (Samelson et al., 1985).IT&& sont indispensables

a la transduction du signal survenant aprés engagtetio TCR : leur phosphorylation permet
le recrutement de protéines impliquées dans labgation en aval du TCRf infra).

Le complexe CD3 permet aussi une expression sthblECR en surface des cellules. En
effet, la formation du complexe TCR/CD3 s’effectuesein du Réticulum Endoplasmique et
suit une chronologie rigoureuse : un hétérodindrse lie a la chaine du TCR ; d’autre
part, un hétérodimerg se lie a la chain du TCR ; enfin, les deux chaines du TCR sont
lies par la formation d’'un pont disulfure. L’hexama TCRBCD3yeCD3d¢ résultant se lie
enfin @ un homodimerg(. Le complexe résultant est exporté a la surface adlules
(Alarcon et al., 1988; Huppa and Ploegh, 1997)il aiemeure plusieurs heures avant d’étre
endocyté (Liu et al., 2000)

2.1.3. Organisation et recombinaison des genes codanti@di@R of

La structure du TCR au niveau des régions variathfésre d’'un clone de LT a l'autre.
L’ensemble des structures de TCR existant chendividu détermine le répertoire T de cet
individu ; on estime que I'étendue de ce répertesieénorme, de I'ordre de 20

L'unicité d'un TCR donné est obtenue au moyen deelzombinaison somatique des
genes codant pour le TCR ; cet événement se déauteurs de I'ontogenése des TCR, dans
le thymus. Ce processus est trés semblable danprsmipe au réarrangement des chaines
lourdes et légeres des immunoglobulines. Chronglegnent, la recombinaison concerne
d’abord la chaingd du TCR; si cette premiéere étape est fructueuse] leffectue celle du
gene codant pour la chaioedu TCR. La «qualité » de I'édifice est controlgar le

processus des sélections thymiquesififra).
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Figure 5 : Composition et stabilité du complexe TCRCD3.

A - Un complexe TCR/CD3 se compose d'un ensemlR @[3, d’'une hétérodimérde, d’un hétérodimerge ainsi
que d’'un homodimeréC. Les ITAM des chaines qui en comportent sont s en gris.

B — La charge des chaines latérale des acides stnar&smembranaires des différentes chaines (egpiéésen rouge
ou bleu) explique I'association stable du compl&@R/CD3. Chacun des résidus chargés positivememiocaine
transmembranaire des chaingsou 3 du TCR permet I'association distincte et spéc#digavec un dimére de
composants du CD3 : la Lysine (K) de la chainpermet I'association au dimede, I'Arginine (R) de cette méme
chaine permet I'association au diméfetandis que la Lysine de la chafh@ermet I'association au diméye

D’apres Call et al., 2005
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Dans leur configuration germinale, les génes codamir les chaines et 3 du TCR
comportent des groupes de segments V (variabléjjversité, pour la chairfg seulement), J
(jonctionnel) et C (constant) : c’est la combinaisdéatoire entre les segments V, (D), J et C
qui détermine l'unicité du TCR (Figure 6) ; ceteeombinaison est assuré par un complexe
enzymatique nommée recombinase (Nikolich-Zugicil.e2004).

Plus précisément, la recombinaison passe par wageliopéré au niveau de sites de
reconnaissance, suivi de I'excision de nucléotidesligation est précédée par I'ajout de
guelques nucléotides par [Berminal Deoxynucléotide Transferag@dT) (diversité N).
L’ensemble de ces mécanismes confére au répefairee grande étendue. En contrepartie,
un grand nombre de réarrangements s’averent natidanels et conduisent a la mort des

cellules au sein desquels ils s’opéreft iqfra).

2.2 Conséquences de I'engagement des TCR sur la beollegi lymphocytes
T:

2.2.1. Education et sélection des LT :

L’engagement des TCR est indispensable a la sdesgrogéniteurs des lymphocytes ou
thymocytes lors de leur maturation dans le thyniigufe 7). Ces étapes permettent de
s’assurer que la recombinaison somatique a produitCR correct. Les différentes étapes de
la maturation des thymocytes peuvent étre suivasl’ptude du niveau d’expression d’un
certain nombre de marqueurs de surface, tels le €Dl CD8 On distingue ainsi des
thymocytes Doubles Négatifs (DN), Doubles Posi{if#?) et Simples Positifs (SP). Une
classification plus précise des DN est obtenuaidd’ de I'expression des marqueurs CD25 et
CD44 (Figure 7). Lorsque les thymocytes, jusqu®hy, expriment un TCR composé des
chaines etf3, ils deviennent DP : les sélections s’operentsalor

En premier lieu, une sélection dite positive s'@pé&tans le cortex thymique: les
thymocytes DP capables d’interagir avec les congdegeptide-CMH présentés par les
Cellules Epithéliales Corticales Thymiques (cTE€)aivent un signal de survie (Bousso et al
2002) et entament une migration vers la medullamtye. Les autres meurent par
négligence.

Les thymocytes ayant atteint la medulla thymiquassent alors le processus de sélection

négative : ils entrent en contact avec des cellkedullaires thymiques (mTEC) ainsi que des
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A
Locus de la chaine du TCR humain Locus de la chain@ du TCR humain
(Chormosome 14) : configuration (Chormosome 7) : configuration
germinale germinale
Vo (n=45)  J, (n=55) Cq Vg (n=50) Dl 1 Gl Bl Gl
Vol Ven k1l Jn Vg1 vgn

Recombinaison somatique

Diversité N
B
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3
I S I ——
Vq N J C4 Vg Dg N % G

Nombre théorique possible de TCR *vant sélection thymique)
Nombre de TCR en périphérie chez I'lhomme : 2.10

Figure 6 : Schéma explicatif du mode de recombinais du TCR.

A - Le locus de la chaine du TCR comporte de nombreux segments codantlagégion variable () ainsi
gue la région JonctionnelleaJ entre région variable et région constante)(Q.'organisation du locus de la
chaine du TCR est similaire, avec en plus des segmegn{®Dersite).

B — La recombinaison somatique consiste en I'eanisie certains segments suivie de I'aboutementétgsns
flanquantes : la mise bout-a-bout aléatoire d’'ugnmsent V (avec un segment D pour la chgiheavec un
segment J et un segment C permet de générer dereusab combinaisons possibles pour chaque chaing
TCR. Les régions N, qui sont générées au courgaltepsus de recombinaison, ajoutent a la divgrsssible.
Les CDR de chaque chaine sont localisés (trai}.noir
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cellules dendritiques issues de la moelle ossé€lee populations cellulaires présentent a leur
surface, en association avec leur CMH, des peptaies de protéines présentes dans tout
'organisme. Les thymocytes dont les TCR interagissvec une trop forte affinité avec ces

peptides subissent une anergie ou entrent en ag@ptes thymocytes dont les TCR s’averent

« moyennement » affins pour ces complexes peuvagney la périphérie : ce sont des lors

des lymphocytes T naifs CDéu CDS.

Les processus de sélection permettent de s’asdartx fonctionnalité et de I'innocuité
des TCR générés lors de la recombinaison somatiRjus.précisément, la sélection positive
constitue un premier filtre permettant de ne retgoe les thymocytes ayant généré un TCR
fonctionnel. La sélection négative, quant a ellernpet d’inactiver voire d’éliminer les
thymocytes dont les TCR reconnaissent avec unefortg affinité des peptides issus du soi,
ce qui rend ces cellules potentiellement auto-réaxtet donc dangereuses. Ce dernier
processus n’est toutefois pas d'une efficacité lalesodes mécanismes assurant la tolérance

en périphérie permettent d’y suppléer.

2.2.2. Mise en place de la réponse immunitaire adaptative

La reconnaissance d’un peptide antigénique paf @R des lymphocytes T CD4est
indispensable a la mise en place d’'une réponse imtaie adaptative. Suite a I'engagement
de leur TCR dans le contexte d’'une bonne costinomgbar les CPA€.g. engagement du
CD28 exprimé par les LT par le CD80 ou le CD86 awprpar la CPA), les LT amorcent une
prolifération et une différenciation en LT auxiles fielperg. Suivant la nature du pathogene
ainsi du contexte, plusieurs profils de différetioia sont possibles :jlL, T42, T4l7. Quel
que soit le profil d’orientation, les LT auxiliaggermettent la prolifération et I'activation des

types cellulaires effecteurs capables de détraipathogéne a I'origine de la stimulation.

2.2.3. LT cytotoxiques et lyse cellulaire

Suite a leur activation par des CPA et des LT #irdls, les LT CD8se différencient en
LT cytotoxiques. Ceux-ci peuvent, en réponse &tmmnaissance du peptide antigénique a
I'origine de leur activation, induire la lyse cddire des cellules présentant ce peptide. Notons
gue dans ce contexte, I'engagement du TCR estatrdtia par ailleurs été montré que
seulement 1 a 2 peptides antigéniques présentsface d'une cellule-cible suffisent a
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Figure 7 : Chronologie des événements se déroulashirant I'éducation thymique des LT.

Les différents stades de maturation des thymoaes marqués par I'évolution de I'expressior]
de plusieurs marqueurs de surface : I'expressio@@d et du CD8 permet une premiére classification ¢
thymocytes Doubles Négatifs (DN), Doubles posi{ii3P) et Simples Positifs (SP). Parmi les DN
I'expression de CD25 et de CD44 permet d’établie ehronologie plus fine : on distingue ainsi quatre
stades DN notés DN1 a DN4.
Le TCR des thymocytes est généré par recombinagoratique des genes codant pour les deux chaines
composant le TCR : la chaifiesubit la recombinaison en premier : si son astoniavec la chaine T
('ensemble formant le pré-TCR) est correcte (@ed3), la recombinaison du géne de la chainest
initiée ; les thymocytes exprimant un TCR matureielenent doubles positifs et peuvent alors sulsr Ig
sélections positive et négative. Les cellules nélgtdes (lymphocytes T matures naifs) quittertiyenus.

D’aprés(Sebzda et al., 19¢
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déclencher la mise a mort de la cible (Irvinelgtz02; Purbhoo et al., 2004; Sykulev et al.,

1996) : cette donnée souligne la sensibilité dedannaissance effectuée par le TCR.

2.3Le TCR, récepteur-clé du systeme immunitaire :

A la lumiére de ces données, le TCR apparait conntmeécepteur dont la diversité est
obtenue par un mécanisme original de recombinajgoant sur un nombre immense de
combinaisons possibles. Le TCR n’est qu'un modué rdconnaissance; pour étre
fonctionnel, il doit étre couplé aux chaines du CB& complexe étant indispensable au bon
développement et aux fonctions des k. L'engagement du TCR avec un complexe
peptide-CMH est un événement prépondérant danshigiglogie du LT et qui est

intensément étudié.

3. Engagement des TCR et signalisation

L’étude des caractéristiques de l'interaction em@dR et complexes peptide-CMH est une
étape nécessaire a la compréhension des meécanndsisant a l'activation des LT.
Toutefois, il semble nécessaire de garder a I'espre ces études tres fines se veulent
simplificatrices : le TCR ainsi que les complexeptde-CMH, normalement membranaires,
se retrouvent sous forme solubilisée et le roleodées les autres molécules de surface (qui
modifient l'interaction due uniquement au TCR) esgligé. Ces conditions de travail
appellent a une certaine critique lorsque I'on sitghtransposer les résultats obtenus a leur
contexte physiologique.

Au cours de ce chapitre, quelques données impedatans I'étude du TCR seront
précisées : elles permettront de mieux comprereyarlodeles proposés pour I'engagement
des TCR.
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3.1 Caractéristiques de I'interaction entre TCR et clexgs peptide-CMH :

3.1.1. Données thermodynamiques :

Ces données ont été obtenues par I'étude de metesolubilisées, soit par résonance
plasmonique de surface (technique permettant l&tlab caractéristiques de liaison entre un
ligand, en phase liquide et son récepteur fixéususupport), soit par compétition entre des
ligands marqués radioactivement et des ligandsld§rdies données obtenues montrent une
constante de dissociation de l'ordre de®*1® 10° M, ce qui est une valeur élevée (qui
témoigne donc d’une faible affinité) si on la comga celle d’autres réactions biologiques
(e.g.interaction anticorps-antigene) (Matsui et al91

Certains auteurs ont modifié la séquence peptidipseépitopes présentés par le CMH :
cette approche dite par ligands altérés s’est @éviees instructive : elle a permis de corréler
la notion d’affinité aux réponses biologiques oligées sur des LT. Il a ainsi mis en évidence
gue certains ligands altérés s’averent antagoni®esMagistris et al., 1992) tandis que
d’autres ne peuvent activer qu’'une partie des fonstbiologiques des LT (production de
cytokines mais pas de prolifération par exempRBIjéstone et al., 1992; Evavold and Allen,
1991).

3.1.2. Données cristallographiques et conformationnelles :

La cristallisation des TCR couplés a un complexgetidge-CMH (pCMH) a permis
d’élucider le détail de la structure du TCR lors sie liaison au complexe peptide-CMH
(Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996). Leaqgpales caractéristiques de cette liaison
consistent en un contact Ilégérement en diagonalaateurs ; une liaison des CDR1 et CDR2
au CMH tandis que le CDR3 se lie au peptide aniigén

Néanmoins, cette approche n’a pas permis de disinge difféerence notable dans le
mode de liaison d’'un TCR donné a un peptide agenaioniste partiel ou a un antagoniste,
ni d’identifier de changement conformationnel stalolu TCR, bien que l'existence de
déformations transitoires pendant le processusatmh ne puisse étre exclue. De plus, une
telle approche ne tient pas compte du réle deseptéurs (CD4 ou CD8) qui en se liant dans
le méme temps que le TCR au CMH, modifie l'avidigéce dernier pour le TCR.

D’autre part, le complexe pCMH est peu déformalalelpi-méme ; par ailleurs, certains
constituants du complexe TCR-CD3, tel le €D&ubissent apres activation une modification

pouvant étre détectée par des anticorps monoclaf@ztgt al., 2002). De telles données ainsi
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que les mesures de lAc, (variation de la chaleur massique) des TCR , cpduit leur
capacité a se déformer, ont conduit a imaginerintezaction entre TCR et les complexes
peptides-CMH en deux temps : une premiére étapaqgitrait I'interaction entre les CDR1 et
2 avec le CMH ; par la suite, la capacité de dé&tion du CDR3 (ainsi que d’'autres
parametres d’ordre cinétiquef. infra) déterminerait la qualité de son interaction alec
peptide antigénique : le TCR, le cas échéant, atildes modifications conformationnelles

qui constitueraient le début de la transductiosidnal.

3.1.3. Données cinétiques :

L’emploi de la résonance plasmonique de surfaceraig de compléter la compréhension
de l'interaction entre TCR et pCMH en fournissast @lonnées cinétiques relatives a cette
interaction telles que les constantes d’associagtode dissociation des complexes. Il a été
ainsi découvert que le temps de demi-vie des corapleconditionne la qualité de
l'interaction : les agonistes partiels déterminane interaction relativement courte dans le
temps tandis que les antagonistes forment un com@table dans le temps. Les peptides
agonistes permettraient une interaction dont laidésn de durée intermédiaire, assurerait
une transduction optimale du signal (Kalergis gt24101).

3.2.Modeles actuels décrivant I'engagement des TCR

Divers modeles sont évoqués pour expliquer 'ativades LT : chacun de ces modéles
se focalise sur quelques faits expérimentaux eujilique avec précision. Il en résulte que les
divers modeles actuels ne sont pas mutuellememisfec: certains aspects peuvent en effet

se compléter. Seuls quelques modeles parmi legguésentatifs sont ici présentés.

3.2.1. Kinetic segregation

Ce modeéle, présenté par Davis and Van der MerwE966, se base sur la taille du
TCR et des autres molécules accessoires, relativefaible si on la compare a celle d’autres

molécules membranaires telles que les phosphafd34’s et CD148, et sur la corrélation
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Figure 8 : Modalités de I'activation d’un LT suivant le modeéle du «kinetic segregation ».

A — En l'absence d'interaction, des molécules &atices » comme les kinases associées au TCR(ge,e.g. Lck)
face interne de la membrane plasmique sont dispeié milieu de phosphatases (en bdeg,CD45). La résultante en

terme phosphorylation (en jaune) et donc de sigaakduit est nulle.

B — La rencontre avec une CPA et son appositiomépermet sur le site de contact I'exclusion dessphatases (qui

sont des glycoprotéines de grande taille).

C — L’interaction entre le TCR et le peptide antigéie éventuellement présenté par la CPA permetgprochement
des kinases et de leurs substrats ainsi que lgppbogation des sites ITAM, sans action possible glgosphatases.

D — La résultante en terme de phosphorylation @stipe : le signal transduit permet I'activation dT.

D’apres (Davis and van der Merwe, 2006).
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entre l'activité enzymatique et la taille des malés en question (Figure 8). L'engagement
du TCR et des molécules accessoires permet unaagment des membranes du LT et de la
CPA. Ce rapprochement résulte en I'exclusion papulston stérique des grandes
phosphatases : la zone de contact se trouve doreletoent enrichie en molécules
membranaires associées a des activités de protkinases, ce qui permet I'activation
proximale du LT (Davis and van der Merwe, 2006).

Ce modeéle explique aisément I'importance des tedgpdemi-vie des complexes TCR-
pPCMH : il est en effet nécessaire d’avoir une iattion relativement durable pour permettre
le rapprochement des membranes, I'exclusion deslgephosphatases et la phosphorylation
des acteurs proximaux. Il ne propose toutefois @reice qui concerne le devenir des TCR une
fois engagés et ne prévoit pas le rdle des corégepCD4 et CD8.

3.2.2. Valence du TCR, oligomérisation microclusters

La question de la valence du TCR reste I'objet éleats contradictoires. Le fait que des
anticorps dirigés contre le CD3 puissent activey D€ en provoquant un pontage des TCR
semble a premiere vue indiquer la nécessité d'uigoroérisation de TCR en vue de
I'activation des LT.

L'observation plus récente qu’un seul complexe ipep€EMH suffit & une réaction des
LTc ou des LT CDZ(Irvine et al., 2002; Purbhoo et al., 2004; Sykwsé al., 1996) remet en
cause cette hypothese.

L’'observation de l'organisation de TCR et autresmposants de signalisation en
microclusters(Varma et al., 2006; Yokosuka et al., 2005), denmé&ue la purification de
TCR multimériques, (Alarcon et al., 2006; Schamekle, 2005; Schamel et al., 2006) )
pourrait en revanche soutenir la premiere hypoth@es dernieres approches ne précisent pas
la nature biochimique des interactions entre TGRe rdle que cette oligomérisation pourrait

jouer dans l'activation des LT.

3.2.3. Engagement en série, hétérodimérisation :

Un autre fait biologique ayant marqué les chercheoncerne la disponibilité en peptides
antigéniques d'une spécificité donnée sur une m&RA : les CPA étant capables de

présenter une vaste variété de peptides antigénajueoi et du non-soi, comment un LT peut
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Figure 9 : Activation du TCR suivant le modéle de’hétérodimérisation.

Le modele de I'hétérodimérisation propose une eafpbn a I'activation d’'un LT par un
faible nombre de complexes peptide-CMH exposésupa CPA. Les co-récepteurs (CD4 dans
I'exemple) a proximité d’'un TCR ayant reconnu umptme agoniste (TCR1) peuvent phosphoryler
un TCR n'ayant pas été engagé (TCR2), ce qui peametamplification du signal d’activation en
présence de peu de peptides agonistes.

D’apres (Purbhoo et al., 2004)
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-il étre activé par le faible nombre de copies @néss du peptide qu’il est capable de
reconnaitre ? Une réponse est fournie par le matieleengagement en série (Valitutti et al.,
1995b) qui postule que quelques-uns de ces pepdidisent a activer de nombreux TCR
présents sur le LT : les TCR sont acheminés jusgsite de contact, activés puis internalisés
en vue d'étre degradeés.

Le modele de I'hétérodimérisation (Krogsgaard aravif) 2005) compléte le précédent
en explicitant le r6le des corécepteurs : lorsquf@R d'un LT est engagé par un complexe
peptide-CMH dont il est spécifique, le coréceptlib4 ou CD8) présent en surface du LT
participe a I'interaction en se liant lui aussi@MH, renforcant ainsi I'avidité du complexe :
le corécepteur active par ailleurs des kinasesadfarhille des Src qui phosphorylent les
ITAM des composants du CD3, initiant ainsi la tdungtion du signal (Figure 9). Les
complexes peptide-CMH non spécifiques du LT, eraseemblant sur le site de I'interaction,
lient transitoirement les TCR sans donner des aotems « productives yper se En
revanche, les corécepeurs engagés aux c6tés d’'Bnstiissant une interaction productive
peuvent phosphoryler les TCR « voisins » et aingdldier le signal initial, rendant possible

l'activation d'un LT par trés peu de peptides dibest spécifique.

3.2.4. Kinetic proofreading

Ce modele s’appuie sur I'observation que l'intamctentre LT et CPA ne résulte en
I'activation du LT qu’apres plusieurs heures denalggation du c6té du LT. Il postule que la
transduction du signal suite a I'engagement du T@#Rse par une suite de réactions
réversibles, avant de permettre une réaction irs@éve : il faut donc du temps avant
d’atteindre ce seuil d’irréversibilité (McKeithab995).

3.3.Engagement des TCR et activation des lymphocytes T

En aval des acteurs proximaux, qui sont activéte suil’engagement du TCR, on peut
distinguer schématiquement quatre voies de sigiais Néanmoins, ces voies, qui font
intervenir des acteurs distincts, se régulent niketment de facon tres étroite. La signalisation
qui fait suite a I'engagement du TCR permet un@plactivation des LT en permettant leur
prolifération, leur différenciation, la productiate cytokines voire de matériels spécifiques

tels les granules lytiques des LTc (Figure 10).
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3.3.1. Acteurs proximaux

Ces événements rapides suivent 'engagement du:TiSRonsistent essentiellement en
I'activation des kinases associées aux co-réceptgtugure 10). Ces kinases phosphorylent
les ITAM du complexe TCR/CDS3, ce qui fait de cesnikrs des sites de reconnaissance pour
des protéines adaptatrices qui permettent la dfieatson du signal.

Les protéines kinase de la famille Src (SarcomBalex) sont au nombre de neuf ; Lck et Fyn
sont exprimées chez les lymphocytes T. Lck estcascaux co-récepteurs CD4 et CD8.
Lorsque le LT est au repos, Lck est maintenue darétat inactif par une phosphorylation sur
la Tyrosine 505. Ce dernier site est déphosphaylénoment de la rencontre avec la CPA par
la phosphatase CD45. L'activation résultante de peknet la phosphorylation des ITAM du
complexe TCR/CD3.

La phosphorylation des ITAM permet le recrutemenpdbtéines adaptatrices comportant
des domaines SH2S(c Homology domain ) telle ZAP-70. Cette derniére, une fois
phosphorylée par Lck, va recruter et activer desdimes adaptatrices telles que LAdinker
for T cell Activation, SLP-76 SH2-containing Leukocytes protein of 76 klQai en recrutant
des protéines supplémentaires, initient ainsigaaisation par les quatre principales voies. A
noter que 'engagement des molécules de costirunldtig. CD28) renforce I'activation de
ces voies (Figure 10).

3.3.2. Diversification du signal : les principales voies signalisation :

On peut distinguer quatre voies principales activ&e aval du TCR : la voie calcique, la
voie des MAP Kinases, la voie de la PKRGCet celle de la PI3K (Figure 10). Ces voies
conduisent a des événements spécifiques mais lwoemt toutes a la prolifération des LT par
I'activation de facteurs de transcription. En outrertains acteurs, qui ont un réle dans deux
ou plusieurs voies, contribuent a la régulatioriprdcjue de ces voies. Les acteurs de ces

voies sont présentés succinctement :
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3.3.2.1. LaPL@L:

La PhosphoLipasg existe sous deux isoformes : la BLCqui posséde une expression
réduite aux cellules du lignage hématopoiétique)aeeforme majoritairement exprimée par
les LT. Suite a I'engagagement du TCR, la FL@st recrutée par LAT et activée : elle
hydrolyse alors le PIP2 (Phosphatidylinositol 4i&hosphate) en IP3 (Inositol 1,4,5-
triPhosphate) et en diacyglycérol (DAG) : la gétiérade ces seconds messagers est un

prélude a la mise en place des voies de transdudticignal.

3.3.2.2. La voie calcique :

L'IP3 produit suite a I'engagement du TCH.(suprg se fixe sur des récepteurs a I'lP3
(IP3R) présents sur la face cytoplasmique du RétictEndoplasmique (RE). Il en résulte
une ouverture des canaux calciques du RE et unmenigtion de la concentration en*Ca
intracellulaire ([CA7)) : cette élévation, bien que transitoire, suffitauverture des canaux
calcigues CRAC Calcium Release Activated Calcium chanphelgués sur la membrane
plasmique (Zweifach and Lewis, 1993) . L'afflux @ef* I'origine extracellulaire résultant
conduit & une augmentation forte et durable de*JCaCette augmentation de [€Rh
constitue un «signal d’arrét » permettant l'ard& la migration du LT et sa correcte
activation par la CPA (Negulescu et al., 1996).

Le calcium peut se fixer sur la Calmoduline quiiactune phosphatase nommée
Calcineurine. Cette derniere déphosphoryle le taade transcription NFATNuclear Factor
for Activated T cells qui est transloqué dans le noyau, et stimulkeyfdhése d’IL-2, ce qui
contribue ainsi a l'activation de la cellule. Illtamportant de noter que la synthése des
cytokines nécessite le maintien dans le temps dfoe [C&'];, sans quoi NFAT est exporté
hors du noyau (Timmerman et al., 1996), ce quriatept I'expression de I'lL-2 (Valitutti et
al., 1995a).

3.3.2.3. La voie de la PKE:

La PKCO est la seule isoforme de la PKC qui soit recrgt@ee site de contact entre LT
et CPA (Monks et al., 1998). Son recrutement ajus son activation sont dus au DAG ainsi

gu’'a Lck. Une fois activée, la PKEphosphorylekB, favorisant ainsi sa reconnaissance par
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Figure 10 : Voies de signalisation activées suivaliéngagement du TCR.

L'engagement du TCR par son peptide agoniste peftaetivation de molécules dites acteurs
proximaux puis en une diversification du signal fastivation de plusieurs voies de signalisatie
~ I'on peut schématiqguement regrouper en 4 voiesoies des MAPK (vert), la voie calcique (rose),
~ voie de la PI3K (bleu) et la voie de la PE(range). Ces voies permettent d’activer des tastde
transcription (tels que AP-1, NkB ou NFAT) qui permettent I'activation et la difédrciation des LT.

a
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les ubiquitine-ligases et sa dégradation subségquamt le protéasome (Isakov and Altman,
2002). L’élimination deKB permet de révéler le signal de localisation naiokéde NFkB,

ce qui résulte en sa translocation dans le noykutegnscription de genes.

3.3.2.4. La voie des MAP kinases :

L’engagement du TCR permet le recrutement de Gd®&3a membrane plasmique. Il en
résulte I'activation de la GTPase Ras. Cette dezraetive Raf-1, une MAPKKKMitogen
Activated Protein Kinase Kinase Kingas&’ensuit une cascade de phosphorylations : Raf-1
active Mek (MAPKK ou Mitogen Activated Protein Kinase Kingsequi active Erkl1/2
(MAPK ou Mitogen Activated Protein Kinake Erk1/2 peuvent gagner le noyau et
phosphoryler divers facteurs de transcription quieaboutit a la I'activation de c-Fos.

En parallele, une cascade d'activations impliquaat GTPase Rac conduit a la
phosphorylation de JNK et de c-Jun. Ce derniers’associant a c-Fos, forme le facteur de
transcription AP-1.

3.3.2.5. Lavoie de la PI3K :

La PI3K est recrutée a la membrane plasmique suitengagement du TCR. Cette
enzyme permet la phosphorylation des phosphatisilicdles membranaires sur la position 3’
du cycle inositol. Les produits de cette réacti@nnpettent le recrutement au niveau de la
membrane plasmique d’acteurs possédant un domainéPRkstrin Homolog), lesquels

contribuent & la survie cellulaire et au remodeldgeytosquelette d’actine.

4. La synapse immunologique, les synapses immunologiegl

4.1. Notion de synapse

C'est en 1984 que Norcross (Norcross, 1984) posime base synaptique pour la
communication entre cellules du systeme immunitdi@ notion de synapse, fondée par
analogie avec la synapse neuronale, implique l'idém transfert d’information et celle

d’une structure morphologique précise accompagratriansfert (Friedl and Storim, 2004).
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TCR Transmission

Figure 11 : visualisation de la synapse immunologige

Images de microscopie confocale montrant I'agrégatie récepteurs de surface d
LT formant une synapse immunologique sur le sitealgact avec une CPA (image c). Ce
récepteurs forment un SMAC (SupraMolecular ActwatiCluster, image f), organisé en
structure centrale ou cSMAC ou I'on retrouve lesRTGouge, images b et e) et en uf
anneau périphérique ou pSMAC enrichi en moléculaghésion telle I'intégrine LFA-1 (a

et d).

D’aprés Grakoui et al., 1999
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4.2.La synapse immunologique

Il a fallu attendre 1998 pour que les progres taphes en imagerie cellulaire permettent
la visualisation directe d’'une structure tridimemsielle a I'interface entre un LT et une CPA
(Grakoui et al., 1999; Monks et al., 1998). La stuwe identifiée consiste en une agrégation
de molécules de surface, parmi lesquelles les TiGRRemolécules d’adhésion comme LFA-
1 (Figure 11) : cette structure posséde une orgtnis spatiale précise : les TCR sont
localisés dans la zone centrale de la zone de adotetadis que LFA-1 forme un anneau
périphérique a la structure précédente. L'ensentddela structure est nomm8upra
Molecular Activation Cluste(SMAC), organisé en une zone centrale (cCSMAC,cbnren
TCR) et une zone périphérique (pSMAC, enrichi enlécues d'adhésion). Cette
morphologie de Synapse Immunologique (Sl) seragdési plus loin dans le texte comme SI

monocentrique mature.

4.3. Pluralité des structures et plasticité des syrapsmunologiques

L’enthousiasme suscité par la mise en évidenceeddtmucture de communication entre le
LT et la CPA a rapidement conduit a la multiplicatides travaux portant sur le sujet. Il a
rapidement été rapporté diverses morphologies pesirSI selon la nature de la CPA,
l'intensité de la stimulation antigénique et leayge LT mis en jeu. L'idée d’'une synapse
immunologique a ainsi laissé la place a celle degyges immunologiques (Trautmann and
Valitutti, 2003), la définition du terme étant @er pour désigner «toute structure de
communication entre cellules du systeme immunitaire

Une classification des Sl fondée sur une base mtwglgue a ainsi émergé. Celle-ci ne
doit pas étre comprise comme un absolu mais commeeillustration de la diversité des

structures observables. Quelques exemples squgisentes :

4.4. Sl monocentriqgue mature

La structure qui fut la premiere identifiée estiniéf comme la S| monocentrique mature.
On I'observe généralement lorsque les LT établisgertontact avec un LB transformeé par le

virus d’Epstein-Barr (EBV) qui joue le réle de CRAlorsque ce dernier présente une forte
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concentration de peptide antigénique ; cette stractout d’abord considérée comme le
prototype de la synapse immunologique est mainteeavisagée par certains comme une

structure artificielle peu représentative de ceastiiobservé dans un conteiterivo.

4.4.1. Slimmature

Cette Sl se caractérise par une absence d’enkchést visible en TCR sur le site de
contact. Seul un Iéger enrichissement en moléalisethésion est observable. Cette structure
peut étre mise en évidence dans divers contextes :

— Contact trés récent entre un LT et une CPA présemgapeptide antigénique : la

structure évolue alors en quelgues minutes pounetamne S| monocentrique mature

— Contact entre un LT et une CPA ne présentant ppsdide antigénique. La structure

n’évolue pas et le contact est alors rapidemenptom

— Contact entre un LTc activé et une cellule-cibdke mise a mort peut ainsi se produire

en l'absence de structure visible ((Faroudi et a0D03; Purbhoo et al., 2004;
Wiedemann et al., 2006).

4.4.2. Synapse sécrétrice

Cette structure accompagne la fonction effectriee ldTc et des cellules NK, a savoir la
polarisation, l'adhésion entre cellules et la s#oné de facteurs hydrosolubles ; les
mécanismes concourant a sa formation sont semblaldeux mis en jeu dans le cas de la SlI
monocentrique mature ; toutefois, il est intéressin noter la présence d’'un domaine de
sécrétion adjacent a la zone de signalisation @lentic’appareil sécrétoire converge vers cette
zone par le jeu du réseau des microtubules et pdiexecytose des granules Iytiques (
infra) (Stinchcombe et al., 2001).

Une synapse de morphologie similaire est obseneal#e des L et permet la sécrétion
orientée d’interleukines (IL) 2 ou 4 lors de lenteraction avec des LB. Il a été envisagé que
'anneau formé par le SMAC distal « scellerait sjdaction pour éviter la fuite de molécules
et permettre d’atteindre une forte concentrati@ale (Bossi et al., 2002).
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4.4.3. Synapse multicentrique et partiellement organisée

Ce type de synapse est établi entre les thymoeytkes cellules épithéliales thymiques :
un thymocyte établit simultanément plusieurs cdstavec les cellules environnantes. Ces
synapses sont incomplétement ségrégées, montrandaoumulation de TCR et de LFA-1
sans différenciation en cSMAC ni pSMAC. Ces corggarmettent I'activation du TCR et la
transduction du signal, comme en témoignent I'atibn de ZAP-70, la phosphorylation de

Tyr, l'influx de calcium et la production d’IFM (Bousso et al., 2002).

4.5. Fonctions des synapses immunologiques :

4.5.1. Sl et sélection thymique

L’engagement du TCR au cours du développement tnyendes futurs LT est crucial
pour déterminer la survie ou la mort des ces adl@f. suprg. Il a été observé que les
thymocytes établissent des contacts multifocaux de® cellules épithéliales thymiques. (
suprg. (Bousso et al., 2002; Hailman et al., 2002).

4.5.2. Production d’un signal durable pour I'activationaslules :

La pleine activation d’'un lymphocyte T nécessitenlaintien d’une signalisation pendant
plusieurs heures (Goldsmith and Weiss, 1988). Iceentration de molécules de signalisation

sur le site de la Sl pourrait ainsi permettre léntien de I'activité de transduction.

4.5.3. Modulation du signal transduit et dégradation dERT

L’introduction de la notion de synapse immunolo@aususcité un énorme intérét parmi
la communauté scientifique. Il a été postulé gutecstructure est nécessaire a I'engagement
des TCR (Shaw and Dustin, 1997), ce qui a étéméfipar la suite (Delon et Germain, 2000).
On a de méme pensé que la formation de la Slréaéssaire a linitiation de la transduction
du signal suite a I'engagement des TCR : I'obse@yaat’'une forte activité de transduction

précédant la formation d’une Sl stable a périmtedstpothése (Lee et al., 2003).
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Certains arguments montrent que, loin des premigypstheses concernant la Sl, cette
structure et plus précisément le cSMAC constittideasite d’endocytose et dégradation des
TCR. Sur un lymphocyte T en l'absence de stimutaties TCR effectuent des cycles
d’endocytose/exocytose entre la membrane et depamiments vésiculaires (Liu et al.,
2000). Lors de l'activation du LT par une CPA présat des peptides agonistes, on observe
une trés forte diminution de I'expression membramdies TCR (Valitutti et al., 1995b). Ce
phénomene est di a I'endocytose massive des TCBngéité engagés et dont les ITAM ont
éte phosphorylés. Ces TCR sont ubiquitinylés (pdriduitine ligase Cbl-b) et adressés aux
lysosomes ou ils sont finalement dégradés. Desradiisens en microscopie confocale ont
révélé que l'intensité de signalisation est trasefoent atténuée au niveau du c-SMAC (Lee
et al., 2003) et que des marqueurs de dégradayjyomacsumulent (Varma et al., 2006;
Yokosuka et al., 2005) ; le c-SMAC pourrait ainsnstituer le lieu de dégradation des TCR

et de modulation du signal d’activation.

4.5.4. Sécrétion polarisée de facteurs hydrosolubles

L'observation de la structure d’'une synapse séceéformée entre LTc et cellule-cible
(Stinchcombe et al.,, 2001) a appuyé l'idée selajudle la synapse immunologique, en
permettant I'apposition intime de deux cellules dystéeme immunitaire, permet la
transmission efficace de signaux entre les pantesaile faible volume de la zone de
sécrétion ainsi que la présence en périphérie tte zene d'un « anneau » de molécules
d’adhésion de grande taille permettrait de « scelléa synapse afin d’assurer qu’une
concentration optimale en médiateurs parviennecallale-cible et que ce signal ne soit recu
gue par cette derniere. La nature de ce signakesible : signal de mort dans le cas des LTc,
signal cytokinique pour les LT auxiliaires.

Des données plus récentes (Huse et al., 2006) étenplet appuient cette idée en
montrant que les LT emploient deux voies de séurétlistinctes selon la nature des
médiateurs relargués : d'une part, la sécrétiortatéaines cytokinese(g. IL-2, IFN-y) est
polarisée au moyen de la Sl, ce qui assure lanrassn spécifigue d’'un signal tandis que
d’autres €.g. TNF, chimiokines) sont relarguées de facon norans#e, ce qui permet un

recrutement massif de cellules du systéme immueitai
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4.5.5. Prélude a une division assymétrique

La formation d’'une synapse immunologique suppogeranrganisation de la polarité des
LT ainsi que le recrutement massif de moléculesutéace en un point précis de la cellule.
Cette polarisation est contr6lée par des proténdsemaine PDZRost-synaptic Density 95,
Disc Large, Zonula Occludepstelles Sribble ou Dlg (Ludford-Menting et al.0@5). Un
rapport récent mentionne que des LT (Chang ef80y) isolés suite a la formation d’'une
synapse immunologique et initiant une prolifératsubissent une division assymétrique, ce
qui signifie que les deux cellules-filles ne re@iv pas une quantité équivalente de matériel
cellulaire, notamment de molécules associées @talgsation (CD8, CD3) ou a I'adhésion
(LFA-1). La cellule-fille proximale a la synapse rnmnologique recoit plus de matériel et
poursuit des cycles de division tandis que la tliilie distale a la SI ne prolifere pas,
constituant un support potentiel pour la mémoirenimitaire (Chang et al., 2007). Ce
modéle, s’il est confirmé, donnera a la synapseunotogique une fonction inédite .
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Seconde partie : Etude des mécanismes
moléculaires concourant a la mobilité des

TCR en surface des lymphocytes T
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1. Introduction

L’activation des lymphocytes T par des ligands gérliques présentés en surface de
cellules présentatrices d’'antigenes est un événeperiral dans la mise en place d’'une
réponse immunitaire adaptative. Une caractéristagiggnale de I'activation des lymphocytes
T réside dans le fait gu’en dépit de la spécifid&ela reconnaissance antigénique, qui est
assurée par linteraction entre récepteur a I'amiig(TCR) et complexe peptide-CMH, le
devenir de l'interaction entre LT et CPA dépendl'deégration de signaux provenant du
TCR et de molécules accessoires engagées au niedinterface cellulaire. Ainsi, il se
forme au cours de l'interaction entre LT et CPAnxeau de l'interface cellulaire une zone
spécialisée au sein de laquelle de nombreuses ohedéade surface sont engagées
simultanément, conduisant a l'activation de voiessijnalisation variées et interconnectées.
Cette interface cellulaire (hnommée synapse immuiglee) se caractérise par rassemblement
a grande échelle et I'organisation de moléculesultace et de composants de signalisation
intra-cellulaire (Friedl and Storim, 2004; Trautmaand Valitutti, 2003).

Bien que la structure de la synapse immunologiqiieét® étudiée en détails, les
mécanismes moléculaires conduisant a la formateola &I demeurent flous. En particulier la
facon dont les TCR sont acheminés a la synapse mologique pour y étre engageées et
activés par les complexes peptide-CMH est une mureséntrale et non résolue de la biologie
des lymphocytes.

Initialement, on pensait que les TCR possédaiert mobilité latérale réduite. Cette
notion était basée sur des observations issueswdedatudes. Dans un premier travail, Sloan-
Lancaster et al. (Sloan-Lancaster et al., 1998)oatr@ que des protéines chiméres chaine
(/CD25 marquées par la GFP et exprimées en surfaceeliules HelLa possédaient une
mobilité réduite, laquelle était mesurée par FRAPLEP.

La seconde étude, publiée par Grakoui et al. (Griadtbal., 1999) a montré I'absence de
rapide retour de fluorescence de complexes peftMde/, marqués a la fluorescéine, au sein
de la synapse immunologique mature formée entreetLdomplexes peptide/CMH intégrés
dans des bicouches lipidiques planes.

Néanmoins, ces études ne se sont pas focaliséel suobilité des TCR durant le
processus de reconnaissance antigénique. Tandisagoueemiere a employé un récepteur

chimérique qui ne reflete pas la structure physgigloe multimérique du TCR. (Sloan-
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Lancaster et al., 1998), la seconde a simplementtrdh@ue des TCR engagés dans une
synapse immunologique mature demeurent immobilesk(ssi et al., 1999)

Ces études s’averent par ailleurs difficilementongiiables avec deux notions bien
établies en matiere d’activation des lymphocytesi)Tdurant I'interaction dynamique et
durable dans le temps avec une CPA, les TCR coemergpus forme danicroclusterset
s’accumulent dans la synapse immunologique etsimispar étre dégradés (Lee et al., 2003),
(Yokosuka et al., 2005); ii) lorsque des LT intasagnt avec des CPA offrant une stimulation
antigénique forte, environ 90% du nombre total @RTsont internalisés (ce qui traduit leur
engagement), ce qui implique que la majorité de® TgLesents en surface devraient étre
mobiles. (Valitutti et al., 1995b).

Au cours de travaux précédents, le laboratoire dwalitutti a employé une lignée de
cellules Jurkat déficientes en chahéu TCR et transfectées avec une ch@fifiesionnée a
la GFP pour mesurer la mobilité latérale du TCRFRAP. Les résultats apportés par cette
étude ont démontré une mobilité des TCR en surdi@seLT (Favier et al., 2001). A l'aide
d’'une approche différente M. Krummel et col ont démné la mobilité des TCR en surface de
LT murins, mobilité qui augmente durant le process$e reconnaissance antigénigue (Moss et
al., 2002).

Enfin, des travaux récents du laboratoire appuientotion de mobilité des TCR en
surface des LT. Il a été en effet montré que pesrldr auxiliaires CD4(Depoil et al., 2005)
ainsi que des LT cytotoxiques CDB.Tc) (Wiedemann et al., 2006) stimulés par unsedo
optimale de peptide antigénique, un net enrichissgrdes TCR au niveau du site de contact
LT/CPA est obtenu en 10-15 minutes.

Considérés dans leur ensemble, ces résultats aostld sens d’'une mobilité des TCR en

surface des LT, ce qui rend possible un recrutemagde vers la Sl.
2. Problématique et objectifs de travail :

Le but de mon M2R a été de caractériser la mobidis TCR présents sur des
lymphocytes T humains normaux afin de définir lescemismes permettant 'acheminement
des TCR a la SI. A cette fin, j'ai employé la teicue de FRAP sur des LT au repos ou
stimulés par des ionophores (drogues provoquant auggnentation de la concentration
intracellulaire en C& notée [CAT;) ou par leur peptide antigénique. Les techniqeeERAP

renseignent sur les parametres de diffusion d'ur@écule en étudiant le retour de
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fluorescence, di a la diffusion de la moléculetédiat marquée par un fluorochrome dans une

région qui a été photoblanchie (par I'expositiamdaser de forte intensité).

3. Matériels et méthodes

3.1.Isolement et culture cellulaires :

3.1.1. Purification de lymphocytes du sang périphériquaains :

Les lymphocytes T ont été isolés a partir du saegddnneurs sains (Centre de
Transfusion Sanguine, CHU Purpan, Toulouse). Brierd, les PBMC ont été purifiés a
partir du sang par centrifugation sur un gradieatHRicoll-Hypaque (Pharmacia Biotech,
Sweden). Les lymphocytes T CDdnt été purifiés a l'aide du kit RosetteSep Kie(SCell
Technologies, Vancouver, Canada). La pureté ddsle=lpurifiées a été évaluée par FACS
(Facscan, Becton Dickinson) a l'aide d’Ac monoadlenanti-CD4 marqués par du FITC
(clone RPA-T4, BD Pharmingen). La fraction CDgossédait une pureté d'environ 90%.
Avant la réalisation d'expériences, la fraction CD#Mait cultivée dans du milieu RPMI
complet (Gibco, Paisley, Scotland) complémenté &5%c de sérum humain. Au cours
d'expériences paralleles, des lymphocytes T issusadg de cordon (CBTL) ont été purifié a

partir du sang de cordons ombilicaux (CHU Purparulduse) comme décrit plus haut.

3.1.2. Expansionde LT :

Dans certains cas, les CBTL ont été cultivés etiplidéls durant 14 jours dans du RPMI
1640 complémenté a l'aide de 5% sérum humainled'150 IU/mL) : la multiplication des
cellules a été obtenue a l'aide du kit Dynabead8/CD28 T Cell Expander (Dynalbiotech,

Oslo, Norway). Le rapport billes : cellules étast 1.
3.1.3. Clone T et CPA
Au cours d'expériences additionnelles, un clonedinrde lymphocytes T CD4nommé
6396p5.1.2, et spécifique pour le peptide fusion \dus de la rougeole F254-268

(GDLLGILESRGIKAR) a été employé. Des lymphocytes iBmortalisés par le virus

d’Epstein-Barr et exprimant les alleles de CMHdEquats (lignée LG-2) ont été employées
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comme CPA. Les clones de lymphocytes T ainsi gai€FRA ont été isolées et maintenues en

culture comme décrit.

3.2.Fluorescence Recovery After Photobleaching

3.2.1. Génération d'un fluorochrome :

3.2.1.1. Choix de la sonde reconnaissant le TCR :

Le choix de la sonde a employer pour la FRAP egtaramétre crucial de I'étude :
La sonde doit étre monovalente, ceci afin de neoppasoquer 'activation des LT par pontage
(crosslinking des TCR : ceci interdit 'usage d’anticorps ou té&rameres de CMH. Le
fragment Fab d'un anticorps ni bloquant (tel 'OKTA&i activateur semble un choix

raisonnable.

3.2.1.2. Choix du fluorochrome couplé au Fab :

Le fluorochrome couplé au Fab doit réunir plusieguslités : il doit étre suffisamment
puissant pour permettre la visualisation du faitdenbre (environ 30 000) de TCR présents
sur un LT, doit étre suffisamment photolabile pparmettre le blanchiement d’'une zone
marquée mais pas trop pour que le photoblanchiedeivase (da a lillumination de faible
intensité du champ qui permet I'obtention d’'imagas) fausse le suivi dans le temps de

I'intensité du marquage. La Cyanine 5 (Cy5) estrm®s raisons un fluorochrome de choix.

3.2.1.3. Protocole de fabrication de la sonde :

Des anticorps monoclonaux dirigés contre la sout®gndu CD3 (TR66, IgG1) ont été
digérés a l'aide du kit IgG1 Fab and F(ab)'2 ki¢i& biotechnology TM, Rockford) selon les
instructions du fabricant. Les Fragments Fab (5nmhgh 0.1 M Sodium carbonate, pH= 9.3)
ont été marqués a l'aide du Cy5 Monoreactive dyek p@dmersham Bioscience TM,
Piscataway). Les fragments marqués ont été sépdresCy5 non conjugué par
chromatographie sur gel a I'aide de colonnes Na@dlOmns (Amersham Bioscience). Cette
étape a été suivie d'une dialyse pendant 12 h diai®BS % a l'aide du kit 10 kDa Lyser

Dialysis cassettes (Pierce biotechnology).
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3.2.2. Apprétement des LT :

Les lymphocytes T CD4purifiés a partir du sangf( suprg ont été lavés et resuspendus
dans du RPMI complémenté par 5% de SVF et 10 mMeblepes cellules ont ensuite été
chargées avec 2 UM de Fluo4 AM (Molecular Prolesden, The Netherlanfiglurant 30
minutes a 37°C. Apres un lavage supplémentairediisles ont été marquées aBdsqug/mL
du Fabanti-CD3 couplé au Cy8ans du RPMI1% FCSa 4°C durant 30 mirLes cellules ont
subi deux derniers lavages et ont été conservaes dka la glace jusqu'a leur utilisation au

cours des expériences de FRAP.

3.2.3. FRAP :

La FRAP a été réalisée dans du milieu maintenu’@,33% CQ a l'aide d'un microscope
confocal (LSM 510 ; Carl Zeiss, Jena, Germany) dwobgectif x 63 et les lasers de 488 nm et
633 nm. Lors de chaque expérience, une régionmgalaire (de dimension 2 pwil.4 pm)
était définie a I'équateur du lymphocyte T. Ceftgion était irradiée durant 3 s par les lasers
de 633 nm et 488 nm avec 100% d'intensité. L'ourerupinhole était ajustée pour obtenir
des sections optiques de 2 um d'épaisseur. Avaapress le blanchiment, lI'ensemble du
champ était visualisé en irradiant les celluleside des lasers 488 nm (4% d'intensité) et 633

nm (17% d'intensité). Des images étaient obterméeg les secondes.

3.2.4. Analyse des expériences de FRAP :

L’analyse des images, effectuée par Omer Dushekt¢aréalisée a I'aide du logiciel
Matlab. Les séquences d'images issues du microsompfecal ont été importées au format
TIFF ; I'intensité de fluorescence a l'intérieur lderégion blanchie a été intégrée pour chaque
image.

Les mouvements de translation des cellules au dmiFscquisition des images pouvaient
potentiellement modifier nos résultats. Ces mouvement été corrigés comme suit. Tout
d’abord, pour chague image obtenue, une série ditipas a été effectuée (seuil, fermeture,
ouverture...) sur l'image de la sonde calcique afiobt&Enir un masque de la silhouette
cellulaire. Le centre de masse de la cellule aingté calculé par le logiciel. Enfin, la zone
suivie a subi une translation dépendant des mouvisntei centre de masse. Il est important
de noter que les cellules ne bougent que de quelgixels tout au plus au cours d'une
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d’expérience et que la fluorescence de la sondegca, méme lorsqu’elle est faible, permet

une correction des mouvements des cellules.

3.2.5. Traitement par des drogues :

Au cours de certaines expériences, les cellulesétittraitées avec de l'ionomycine
(0.5 pg/mL) ou de la thapsigargine (1 uM) au montentenregistrement des séquences. Au
cours d'autres expériences, des cellules ontatéds avec de la cytochalasine D (10 uM) ou
de la latrunculine B (50 nM) juste avant le débes dxpériences.

Au cours d'expériences additionnelles, des cloedgrdphocytes T marquées avec le Fab
anti-CD3 couplé au Cy5 ont été mises en présenc€Rlk présentant ou non le peptide
spécifiqgue auquel répondent les clones. Leur iotiena a été enregistrée par microscopie

confocale et une région du LT a été blanchie.

3.3. Immunofluorescence :

Les CPA ont été chargées durant 2 h & 37°C aveoMLdu peptide antigénique comme
préecédemment décrit. Durant les 10 dernieres nmenues cellules étaient chargées avec
0.5 uM de CMTMR-Orange (Molecular Probes, Leideime Netherlands).

La conjugaison des LT avec les CPA a été réalikgant les temps indiqu&omme
décrit. Les cellules ont été fixées (PFA 3%), pahilésées avec de la saponife1%) puis
marquées avec de la phalloidine couplée a de BA%S8 (Invitrogen) afin de détecter la F-
actine, des anticorps monoclonaux anti-phosphatyeo@Tyr) (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) ainsi que des anticorps monocloaatixCD3, (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) ; une seconde étape de marquage acdlisée a l'aide d’anticorps
monoclonaux de chevre anti-souris dirigés conti® ikotypes des anticorps primaires
employés et couplés a de I'Alexa 633 ou de I'AlIBX& (Molecular Probes, Leiden, The
Netherlands).

Les échantillons ont été montés sur lames et exasran'aide d'un microscope confocal
(Carl Zeiss LSM 510 confocal microscope, Carl Zeidsna, Germany) comme deécrit

précédemment.
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3.4 Quantification de la F-actine par marquage avetigidane et cytométrie

en flux :

Une méthode décrite par Downey et al (Downey et E989) a été employée avec
guelques modifications. En bref, des PBL ont éédiavec une solution de PFA a 3%,
perméabilisées avec 0.1 % de saponine et margaed60 nM de phalloidine couplée a de
I'Alexa 488. Les cellules ont été analysées paorogtrie en flux (FACSCalibur, Becton
Dickinson). Une sélectiorggting) a été réalisée pour exclure sur des criteresitle et de
granulosité les débris et les agrégats cellulaires.

Certains échantillons de PBL ont été traités afiaation par 2.5 ug / mL d'ionomycine,

1 uM de thapsigargine, ou par de la latrunculin€gs®a 500 nM ) durant 15 min a 37°C.

4. Résultats :

4.1.Une nouvelle approche pour étudier la mobilité BER par FRAP :

L'équipe de recherche du Dr Valitutti a établi dmslaborations durables avec des
mathématiciens afin d'analyser et de modélisedtesées obtenues concernant l'activation
des lymphocytes T. Une part non négligeable de M8R a consisté a interagir avec des
mathématiciens pour mettre au point de nouvellgdust puissantes méthodes pour étudier la
dynamique moléculaire des lymphocytes T par FRAP.

Au cours de notre étude, les paramétres de difiusés TCR/CD3 ont été mesurés sur des
LT formant des conjugués LT/CPA au moyen d'un nauveodéle mathématique mis au
point par Omer Dushek et Daniel Coombs (du Dépaetae de Mathématiques , University of
British Columbia, Canada) .

Les méthodes “classiques” de FRAP passent paatehiement complet et profond d'une
grande portion de la cellule afin d'éviter un retda fluorescence issu de zone hors du plan
focal. En effet, la plupart des modeles mathématgemployés pour modéliser les données de
FRAP ne prennent en compte que la mobilité descutdé fluorescentes situées dans le plan
focal. Deux parametres principaux sont ainsi cakul le coefficient de diffusion (D,
généralement exprimé en uma/s), qui quantifie fausion latérale et la fraction mobile (Mf,
exprimé comme un pourcentage ou un ratio) qui uneliquelle fraction de molécules est
douée de mobilité (Figure 12, panneaux A et B). @gsroches présentent néanmoins des

limitations d'ordre technique, interdisant leur lagggion a I'étude de la dynamique des TCR
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Figure 12: Principe des techniques de FRA .

La technique dd-luorescence Recovery After Photo-bleach{RRAP) permet I'étude de la dynamiq
d’'une molécule dans une cellule vivante : la md&dlintérét, marquée par un fluorochrome (vertd
'exemple), est illuminée par un laser de hauterisité, ce qui crée localement une région blantigiece
en pointillés rouge) : la mobilité latérale des émlles permet un retour de fluorescence dans régfieen.
En considérant une zone située dans la région tiku@iidgion suivie, ligne pointillés noir), il egbssible
de suivre dans le temps le retour de la fluoresedres paramétres caractérisant la courbes foemises
informations relatives a la mobilité de la molécdliatérét.

A— Comparaison des méthodes « conventionnelles #Ri&P en 1-Dimension et de la méthode
Dimensions.

B— Courbe théorique d’'une expérience de FRAP : tendéode la courbe fournit des informations sur
proportion de molécules douées de mobilité (Fraatimbile Mf) et sur la vitesse a laquelle ces maks
mobiles diffusent (coefficient de diffusion D), qgst déduite du temps de demi-retour de fluorescéic
C- Expérience typique de FRAP effectuée sur les Tl@Rluorescence des TCR est ici visualisée @lé¢s
d’une échelle en fausses coule

D

2-
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pour des lymphocytes T stimulés par leur antigémeblanchiement d’'une grande portion

cellulaire nécessite du temps, ce qui n'est paspatitrie avec I'étude de cellules mobiles

telles des lymphocytes T en interaction avec de&,@Bns la mesure ou les cellules peuvent
en bougeant déplacer la région a blanchir. En putrteblanchiement massif peut provoquer
une phototoxicité sur les cellules étudiées.

Le modéle développé par nos collaborateurs prerabepte le retour de fluorescence da
aux molécules hors du plan focal et permet ainsheélanchir qu’'une petite portion des
cellules étudiées. Une telle approche permet ldisedmn de FRAP sur des structures
dynamiques telles que l'interface entre un LT et @PA (Figure 12, panneau C).

J'ai employé cette méthode toute le long de mon Ma® étudier la mobilité des TCR en
surface des LT humains.

4.2.La mobilité des TCR est semblable chez des LTsretifictivés

Nous avons dans un premier temps étudié les paiesngractérisant la mobilité des TCR
sur des LT a différents stades d’activation, cediasence de stimuli. Nous avons compare la
mobilité latérale des TCR de trois populations @edD4": des LT naifs isolés a partir de sang
de cordon ombilical (CBTL) ; une lignée cellulaokbtenue aprés cultuie vitro pendant deux
semaines de LT naifs en présence de billes magesétiggcouvertes d’anticorps monoclonaux
anti-CD28 et anti-CD28activatedCBTL); des LT fraichement isolés du sang périgh&ride
donneurs adultes sains (PBL).

Pour mener a bien cette étude, nous avons utitiséab anti-CD3 précédemment produit
dans le laboratoire marquée avec du Cy5 qui a geslmmmarquer les complexes CD3/TCR sur
des LT auxiliaires et toxiques vivants au courstutiés précédentes. A noter que cette
premiéere partie de I'étude a pour la plus grandéiepaté réalisée par un ancien étudiant en
thése dans le laboratoire, David Depoil, qui m'amps de reprendre la suite de ses travaux
lorsqu’il est parti a la fin de sa thése.

Des cellules appartenant aux trois catégories rgtiomnées ont ainsi été marquées avec

le Fab anti-CD3 couplé au Cy5 et soumis a de lafFB&lon le nouveau protocole (Fig. 1 C).
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Figure 13 : la mobilité des TCR est indépendante dstade d’activation des LT.

Des LT du sang périphérique (PBL), des LT issusategy de cordon ombilical soit fraichemen
isolés (CBTL) soit activés lors d’'une culturevitro (activatedCBTL) ont subi des expériences
de FRAP. Le D correspondent a chaque expérience ¢aflule par expérience, un point
correspond a une cellule) a été calculé pour champmulation cellulaire. Ces données

Cord Blood T lymphocytes Activated CBTL

proviennent de 2 (pour les CBTL) et 4 (pour les P8tpériences indépendantes
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Les résultats de cette analyse sont présentés $ugure 13, sur laquelle on peut voir que le
coefficient de diffusion est similaire entre les haifs et actives.

Le coefficient de diffusion des TCR (D, exprimé sda forme de moyenne + SEM) était
de 0.0478 + 0.0079 pits pour les CBTL, 0.0345 + 0.0058 fimipour les CBTL activés et de
0.0608 + 0.0083 uffs pour les PBL. La fraction mobile (Mf) de TCR s@vérée trés forte
dans les trois populations cellulaires (~ 0.9),ficorant la notion de mobilité des TCR en
surface des LT.

Ces résultats montrent que les parameétres bastquastérisant la dynamique des TCR en
surface des LT ne different pas de facon signifreagelon le stade d’activation des LT, ce qui
indique que des différences de mobilité des TCRewent en aucun cas étre responsables
d’une plus grande sensibilité de LT activés suitm@ stimulation antigénique.

4.3 ’'augmentation de [Cd]; affecte la mobilité des TCR au moyen d’un

mécanisme faisant intervenir le cytosquelette diact

Nous avons par la suite voulu savoir si la transdoalu signal des LT pouvait affecter la
mobilité des TCR. Pour ce faire, des LT ont étaégém avec la sonde calcique FLUO-4 (dont
lintensité de lumiére émise augmente en présefioasdC&") puis marquées avec le Fab
anti-CD3 couplé au Cy5. Ceci nous a permis de thtda tansduction du signal tout en
étudiant la dynamique des TCR.

Dans une premiére approche nous avons stimulé desviec de lionomycine (un
ionophore calcique) pour mimer de I'augmentatiofiC&#]; qui suit 'engagement des TCR.

Les résultats obtenus montrent que 'augmentatefCd]; provoque une forte réduction
de la diffusion latérale des TCR des PBL comed&t la réduction de D (Figure 14 A). De
facon notable, un pré-traitement des LT avec 10deMytochalasine D (une drogue qui inhibe
la dynamique du cytosquelette d’actine) a abrogéelf de l'ionomycine sur la mobilité
latérale des TCR (Figure 14 B). Les valeurs dedbeét : 0.0608 + 0.008 |afs pour les PBL
non stimulés, 0.0168 + 0.002 Bispour les PBL stimulés avec I'ionomycine, 0.0682.014
un/s pour les PBL traités avec seulement de la cglasine D et 0.0424 + 0.004 fispour
les PBL traités concomitamment avec de I'ionomya&héde la cytochalasine D.

Des résultats similaires ont été obtenus en emptdy@nM de latrunculine B au lieu de la

cytochalasine afin d’empoisonner le cytosqueletietohe (données non présentées).
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Figure 14: La mobilité des TCR est affectée par 'agmentation de [C&];.

A- Des PBL traités ou non par les drogues indiquéé£te soumis a la FRAP. Les lignes de couleur

indiquent la valeur moyenne de la courbe de redeuiluorescence dans chaque cas. La courbe |
sombre indique I'ajustement des données par I'émuahodele. Les valeurs de D pour les PBL
traités et traités par I'ionomycine sont indiquées.

Les données directement obtenues & partir des esesont indiquées en B.

B- etC- Les valeurs de D de cellules individuelles soit traitées, soit traitées par de la cytochalal
D, de lionomycine ou par les deux drogud®)(ou traitées par de la thapsigargine ou d
thapsigargine + cytochalasine L[T-f sont représentées. Le caractére significatif dié@rences
observées entre les différents groupes a été épaluén test non apparié de Student réalisé av
logiciel GraphPad Prism. Les données sont issugsialiee expériences indépendantes.
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Afin de mieux caractériser le role de 'augmentatite [C&"]; dans l'interférence avec la
mobilité des TCR, nous avons traité des PBL avedMlde thapsigargine, une drogue qui
provoque une augmentation de fGapar un mécanisme distinct de celui de I'ionomydiiae
thapsigargine inhibe la pompe & ?Cadu Réticulum Endoplasmique). Des résultats
préliminaires indiquent que dans ce cas-la auasigtentation de [G; est corrélée & une
réduction dépendante du cytosquelette d’actin@daleur D des TCR (Figure 14 C).

Il est a noter que les traitements présentés audedien que produisant une réduction des
valeurs de D, n’ont pas affecté la Mf des TCR @prineurait proche de 0,9 pour les différents
échantillons). Ces résultats indiquent que I'augation de [C4; affecte la mobilité des TCR
sans diminuer le pourcentage de molécules mobiles.

Considérés dans leur ensemble, ces résultats emliqgue l'activation de la voie de
signalisation calcique entraine une réduction demiabilité des TCR au-travers d'un

meécanisme faisant intervenir le cytosquelette diact

4.4.l'augmentation de la [GH induit une augmentation de la

polymérisation du cytosquelette d’actine :

Les résultats ci-dessus indiquent qu'a la suite l'degmentation de [Cd];, le
cytosquelette d’actine devient une contrainte paumobilité des TCR. Afin de mieux définir
le lien entre 'augmentation de [ER et la fonction du cytosquelette d’actine, nousrsvo
guantifié la F-actine (actine polymérisée) dansldepar une analyse en FACS. Les PBL ont
ainsi été traités ou non avec 2,5 pg/mL dionomgcih UM de thapsigargine ou des
concentrations croissantes de latrunculine (ungudr@ui provoque une dépolymérisation du
cytosquelette d’actine) pendant 15 minutes a 371°%€x cellules ont ensuite été fixées,
perméabilisées et marquées a l'aide de phalloidiuplée a de I'Alexa 488 pour marquer
spécifiguement la F-actine.

Comme le montre la Figure 15, le traitement patadiatrunculine a entrainé de fagon
dose-dépendante une diminution de la quantité detiRe chez les LT, appuyant I'idée que
cette analyse en FACS est adaptée a la quantiiicde la F-actine dans nos cellules.

De facon intéressante, le traitement des LT pdtfiaomycine ou de la thapsigargine a

provogué une augmentation de la concentration aetiRe (Figure 15, courbes rouge et vert).
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dans les PBL.

F-
ive

69



Il faut cependant noter que la concentration d’mogoine pour laquelle une claire
augmentation de la quantité de F-actine a été wbseétait de 2.5 pg/mL alors qu’une
réduction de la mobilité des TCR était significatpour une concentration de 0.5 pg/mL (une
concentration d’'ionomycine généralement employéer axtiver les LT, cf. Fig. 3). Les
raisons de ces différences demeurent pour le mofioers. Il est possible que les effets sur
la mobilité des TCR précédent (en terme de seitéikalux concentrations d’ionomycine
employées) une polymérisation massive de F-actuoliaytre part, une différence dans la
sensibilité des méthodes employées (FRA&PSusFACS) pourrait rendre compte de ces
variations. De plus, I'aspect bimodal des courbesitnant les PBL non traités peut refléter
I'existence de plusieurs populations différant [@aquantité de F-actine, par exemple suite a
I'activation d'intégrines telle LFA-1.

Ces résultats montrent que I'augmentation d&[Ceésulte en une augmentation de la
guantité de F-actine dans les LT : ils suggeremt l(pugmentation de la polymérisation du
cytosquelette d’actine pourrait étre responsabie aftets observés sur la mobilité des TCR
suite & une augmentation de fGa

4.5.La stimulation antigénique affecte la dynamiqus d€R sur des LT

vivants

Pris dans leur ensemble, les résultats précédeaditpuent qu’en I'absence de stimulation,
les TCR présentent une mobilité non négligeablesarface de lymphocytes T humains
vivants. De plus, ils indiquent que 'augmentatiten [C&"]; réduit fortement la mobilité des
TCR au moyen d’'un mécanisme faisant interveniytesguelette d’'actine .

Cette augmentation de [€h constituant une voie de signalisation centralesdkn
cascade de transduction du signal associée a fengant du TCR, nous avons cherché a
savoir si 'augmentation de [€% induite par 'engagement du TCR affectait la miabitles
TCR de LT en interaction avec une CPA présentamtdeptide antigénique.

Il est important de noter que cette approche dgtatié techniguement parlant et qu’elle
nécessite du temps. De plus, I'analyse des résubtaienus est complexe. En effet, il est
difficile de procéder au blanchissement de I'aiee abntact dynamique entre un LT et sa
CPA ; il est en plus indispensable de pouvoir ®ules cellules durant la durée nécessaire au
retour de fluorescence du fait de leur mobilitéuRzes raisons, les résultats obtenus a ce jour

ne sont que préliminaires.
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Ainsi, des LB transformés par le Virus d’EpsteinniBaon marqués et chargés ou non
avec le peptide antigénique ont été déposés danshdenbres d’observation recouvertes de
Poly-D-Lysine. La densité de CPA a été ajustée muscd’expériences préparatoires pour
obtenir un nombre de cellules approprié aux expéesg: la visualisation de conjugués
LT/CPA a ainsi été optimisée.

Des LT chargés avec du FLUO-4 AM et marqués avéabeanti-CD3 couplé au Cy5 ont
été déposées sur les CPA. L'enregistrement étagléorsqu’un LT se trouvait & proximité
d’'une CPA. Une image était prise a chaque secoheleregistrement durait jusqu’a 200 s.

Pour des raisons techniques il était tres diffidiéeblanchir le site de contact entre un LT
et une CPA non chargée avec le peptide antigénicpesel T s’averent étre trés mobiles dans
ces conditions, bougeant a la surface des CPA avitesse d’environ 9 um/min, et se
détachant trés rapidement des CPA.

Pour ces raisons j'ai décidé de reporter a plud es expériences impliquant des CPA
non chargées avec le peptide antigénique et medanis un premier appliqué a étudier des
LT interagissant avec des CPA chargées avec uneegtration optimale de peptide
antigénique.

Il a été en effet clairement établi que dans ceslitions les LT recoivent urstop signal
qui les maintient immobiles pendant un long mondmant lequel ils sont le siegent d'une
signalisation soutenue dans le temps. A titre deobé négatif, jai mesuré la mobilité des
TCR de LT spécifiques d’antigenes en I'absencedA.C

Les résultats préliminaires que j'ai obtenus sagsentés dans la figure 16. Ces résultats
montrent que dans des conditions de repos, la it@diés TCR en surface de clones de LT
humains est similaire a celle mesurée dans pouL@érimains naifs, pour des PBL ou pour
une lignée polyclonale de LT (comparer figure 16igure 13). De facon intéressante, pour
des LT en interaction avec des CPA chargées avpegdide antigénique et donc subissant
une augmentation de [E% prolongée, la valeur D du TCR était réduite, ceingdique que
de méme que pour d’autres populations de LT, Vation de la voie calcique chez des LT
stimulés par leur antigene conduit a une réductieda mobilité des TCR en surface des
cellules. Nous avons aussi observé dans ces comglitine fraction mobile (Mf) réduite
(Figure 16).

Les expériences se poursuivent et je remercie (bushek qui a mis au point en
collaboration avec nous un programme permettansudere les cellules mobiles durant

'analyse des séquences enregistrées. Ceci déacaiter 'avancement de nos recherches.
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Figure 16 : L'interaction de LT avec leur antigenespécifique affecte la dynamique d(
TCR.
Des LT (clone 6396p5.1.2) soit seuls, soit en atton avec des CPA présentant le peptide
antigénigue ont été soumises a des la FRAP danségiwn €loignée de la Sl. Le grapAe
représente le D de cellules individuelles. Le gespiprésente les moyennes + SEM de la Mf.
Les données sont tirées de quatre expériencesandaptes.
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Pris dans leur ensemble, ces résultats indiqueatlgunobilité des TCR est réduite
lorsque des LT humains sont stimulés par leur anégce qui souléve la question de savoir
comment les TCR peuvent se diriger vers le sitea¢act LT/CPA afin de former la synapse

immunologique.

4.6.Les TCR sont acheminés vers la Synapse Immunalegigar le

cytosquelette d’actine

Pour répondre a cette question, nous avons envigag®ssibilité selon laquelle la
« liaison » du TCR au cytosquelette d’actine saittaugmentation de [G§; aurait deux
effets : d’'une part elle diminuerait la diffusioatérale des TCR par répulsion stérique ;
d’autre part elle permettrait au cytosquelette tih@; en se polarisant vers la synapse
immunologique, de favoriser le recrutement des VR la zone de signalisation.

La meilleure approche pour étudier ce phénoméneistait a mettre au point une
expérience durant laguelle le recrutement du cyelsdte d’actine vers un pble de la cellule
pourrait étre induit indépendamment de I'engagents® TCR. Ceci nous permettrait de
vérifier si 'augmentation de [G§; permet au cytosquelette d’actine d’acheminer IERT
vers la Sl.

Au cours d’expériences préparatoires nous avorsétenrichissement de la F-actine au
niveau de la Sl dans le cas de LT stimulés pardetigene. Les résultats obtenus indiquent,
en accord avec de précédentes études, que le agterg d’actine s’accumule au niveau de
la synapse immunologique durant les premieres ménstiivant la formation d’'un conjugué
entre LT et CPA (données non présentées).

Afin de créer une condition permettant la polar®@atdu cytosquelette d’actine en
'absence d’engagement des TCR, nous avons forreécaigugués entre LT et CPA non
chargées avec le peptide antigénique (ceci afimgadiger les molécules d’adhésion) : les
cellules ont été traitées avec un milieu tamponeant 10 mM de manganése, ceci afin
d’'activer les intégrines (de Bruyn et al., 2002aibxsfield et al., 1992; Porter et al., 2002) et
David Depoil, communication personnelle).

Dans certains cas les LT ont été traités avec id@ofnycine pour provoquer une
augmentation de [G§; et potentiellement lier les TCR au cytosquelettetihe. Les cellules
ont ensuite été fixées, perméabilisées et margadsss de la phalloidine, des anticorps anti-

chaine( (en vue de détecter I'enrichissement des comple€#&TD3< au site de contact
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Figure 17 : les TCR peuvent suivre la F-actine vera S| de fagcon indépendante de I'antigéne.

Des LT (clone 6396p5.1.2) ont été conjuguées ageddPA soit non chargées (f-t) ou chargées avedvl@e
peptide (a-e). Les cellules ont été marquées agda ghalloidine (vert), un anticorps anti-chafe®uge) et
anti-PTyr (bleu).

Les conjugués LT/CPA conjuguées soit non traitées)gu traitées avec de lionomycine (f-j), Mitk-0) ou
avec du MA" avec de ionomycine (p-t).

Les données sont tirées d’'une expérience représentie deux.

74




entre cellules) et des anticorps anti-Ptyr pourectét une activité de transduction des
signaux.

Nos résultats, pour l'instant encore préliminairesliquent que dans le cas de LT en
interaction durant 30 minutes avec des CPA nongdles avec le peptide antigénique et en
présence de 10 mM de tampon #seulement, alors que le cytosquelette d’actingotarise
vers la Sl, les complexes TCR/CQ3lemeurent dispersés sur toute la surface des iglirg-

17 k-0). Au contraire, lorsque les cellules enriattion sont traitées avec de I'ionomycine, on
observe, en paralléle de I'enrichissement en Feactin enrichissement des TCR sur le site
de la Sl. (Figure 17 p-t).

Au cours d’expériences de contrdle nous avons wvésen enrichissement en F-actine au
niveau de la Sl pour des LT aprés 30 minutes daatéon avec des CPA chargées avec le
peptide antigénique (Fig. 6 a-e). Un net enrichiss# de F-actine a été observé plus
précocement lors de l'interaction (données nongmées).

Il parait indispensable de souligner le caractéélirpinaire de tels résultats qui dérivent
d’expériences pour lesquelles nous recherchonsoleditions optimales afin d’étudier le rble
de la F-actine dans la mobilité des TCR. Ces rd@suttoivent étre reproduits et quantifiés a
l'aide d’'une méthode non subjective.

Si confirmés, ces résultats indiqueraient qui saittaugmentation de [G§;, les TCR
suivent passivement le cytosquelette d’actine et lqu« liaison » de TCR non engagés au
cytosquelette est un mécanisme majeur permettassafer leur acheminement a la synapse

immunologique.

5. Discussion

L’activation des LT par leur antigéne spécifiquej gst un événement central dans la
mise en place d’'une réponse immunitaire adaptasivite étudiée précisément au cours des
dernieres années. Les parametres physico-chimigaexctérisant la liaison du TCR au
complexe peptide-CMH (Krogsgaard and Davis, 20[@5)cascades de signalisation activées
par 'engagement des TCR (Trautmann and Valit2@03) et les réponses biologiques mises
en place par des LT en fonction des divers stimagus (Faroudi et al., 2003) ont été définis
dans le détail. Néanmoins, une définition claire deécanismes moléculaires mis en jeu au
niveau du site de contact LT/ CPA et responsablesl'assemblage des cascades de

signalisation fait encore défaut. En particuliémeiste a définir par quels moyens les TCR,
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pieces centrales dans la reconnaissance de l'astiggrculent en surface des LT et sont
recrutés vers la Sl afin d’interagir avec les ca®pk peptide-CMH présentés par la CPA.

Nos expériences fournissent une premiere piste p&oondre a cette problématique
stimulante. Nos montrons que les TCR sont constéintent mobiles a la surface des LT. Ces
résultats, conjointement avec des observations efégatuées dans le laboratoire (Favier et
al., 2001) et des résultats publiés par d’autreggs (Moss et al., 2002; Varma et al., 2006) ,
appuient définitivement la notion d’'un TCR qui,’ianbage d’autres récepteurs, possede une
mobilité latérale. Cette propriété est dans leqyp@ suffisante pour permettre a un TCR de
parcourir en totalité la surface du LT en envir@n3inutes et pour que 50% de la totalité des
TCR présents en surface de la cellule s'accumuleiaau de la Sl dans les 5 a 10 minutes
suivant le début de l'interaction avec les CPA (©Deshek, communication personnelle).

La mobilité latérale des TCR demeure similaire ctieg populations de LT a différents
stades d’activation, ce qui indique que ce param@tst pas a l'origine d’une plus grande
sensibilité des LT activés aux stimulations antigaes (Figure 13).

Une importante mobilité latérale et une rapideutation des TCR de la surface cellulaire
semblent nécessaires dans des conditions de repose arapide détection des stimuli
antigéniques. Au contraire, cette méme mobilitér@unuire a une interaction fructueuse
avec une CPA présentant le peptide antigéniqueédéh En effet, dans le cas ou les TCR
seraient délivrés tres rapidement a la Sl, ilsieetaengagés et subséquemment dégradés
rapidement, menant a une extinction prématurédghalstransduit. Dans ces conditions, les
LT ne pourraient étre le siege de la signalisasimmenue requise pour leur activation.

Nos résultats offrent une solution possible a ce apparait comme un paradoxe en
montrant que 'augmentation de [CJa diminue la mobilité latérale des TCR (Figure 1@
phénomene pourrait constituer Ipace makes de I'engagement en série des TCR et de la
signalisation soutenue des LT lors de leur intevacivec les CPA.

Nos résultats montrent aussi que cette réductiomalgilité latérale des TCR nécessite,
pour étre effective, un cytosquelette d’actine fmmmel. Ceci suggéere qu'a la suite de
l'augmentation de [C&]; , les TCR se lient au cytosquelette d’actine oles: protéines de
liaison a l'actine. D'un autre cO6té, l'augmentatiale la quantité de F-actine due a
l'augmentation de [Cd]; pourrait augmenter la viscosité de la membransnpigue de LT,
affectant ainsi la mobilité des TCR et potentiekemn d’autres molécules. A ce jour, nos
résultats ne permettent pas de favoriser I'unéauire de ces hypotheses.

Néanmoins, il est important de souligner que nailtéts sont compatibles avec le

modele des #encse and pickets (Kusumi et al., 2005). Ce modeéle postule queddilité
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des molécules membranaires, qu’elles soient tramémranaires ou simplement ancrées dans
la bicouche phospholipidique, dépend du niveaualnpérisation de I'actine (le fence») et

de I'ancrage de certaines protéines a la F-ad@se«pickets»). A la lumiére de nos résultats,
les TCR pourrait tout aussi bien étre upieket», directement ou indirectement ancré a la F-
actine ou une molécule dont la diffusion seraitité® par les &nces and pickets Les
travaux indiquant une liaison des TCR a a F-adinte a la stimulation pesent en faveur d’'un
TCR vu comme un gicket» (Caplan and Baniyash, 1996; Rozdzial et al.5199

Nos observations montrent que les TCR sont potkartient liés ou restreints par la F-
actine, ce qui souléve la question de comment @R Peuvent se diriger vers la Sl. Pour
tenter d'y répondre, nous avons envisagés la pbssigue les TCR pouvaient suivre la F-
actine vers la Sl a la maniére de “poissons pris den filet”.

Il est en effet bien établi que I'on observe unigmssement de F-actine sur le site de la
SI. En outre, des travaux de Wulfing et coll. ordnné que le réseau cortical de F-actine se
polarise au site de contact entre LT et CPA (TskidatFuller et al., 2003). Nos résultats,
guoique préliminaires, sont compatibles avec cegmations. Nous montrons en effet que la
F-actine est rapidement enrichie sur le site d&l lde facon antigéne-dépendante (Figure 17).
Nous montrons également que dans des conditionslgenuelles les intégrines sont activées
par du MA* (Dransfield et al., 1992), la F-actine est égalenemichie au site de contact
entre LT et CPA non chargée avec le peptide aritigén Enfin, nos résultats préliminaires
montrent aussi que les TCR semblent suivre la iR@sters la S| formée entre LT et CPA
non chargée avec le peptide antigénique a la ned&x poissons pris dans un filet ».

Il est aussi intéressant de spéculer que la liadsole « trappage » des TCR a un réseau de
F-actine permet [I'édification d'un échafaudage f@semt I'assemblage des éléments
permettant la signalisation en aval du TCR. Lidde TCR hautement mobiles est
difficilement réconciliable avec la nécessité démbler des complexes supra-moléculaires
comportant des molécules adaptatrices et des c@misode signalisation présents sur le site
de SI. L'observation que les TCR pris dans le nés#& F-actine possédent une mobilité
latérale moindre est compatible avec la formatierelis complexes.

Cette hypothése rejoint les travaux récemment ptésegar M. Dustin et coll. montrant la
nécessité d'un cytosquelette d'actine integre ppermettre la signalisation par les
microclustersde TCR (Varma et al., 2006; Yokosuka et al., 2005)

Au cours de travaux précédents du laboratoire, @t@ montré que les Sl sont des

structures dynamiques et adaptables capables désassembler pour se reformer lorsqu’un

LT interagit simultanément avec plusieurs CPA. été@ en particulier montré que des TCR de
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localisation extra-synaptique pouvaient suppladess TCR déja accumulés au sein d’'une Sl
et diriger leur repolarisation vers une nouvelle (Bepoil et al., 2005). Les mécanismes
moléculaires a 'origine d’'un tel phénoméne demeufi®us. Nos résultats, montrant que les
TCR sont liés ou trappés par la F-actine, suggegeet le cytosquelette d’actine pourrait
constituer la force motrice dirigeant les TCR wamg nouvelle Sl.

En conclusion, nos résultats, quoique préliminaieds partiels, nous permettent
d’envisager le processus de la formation d’'unee®irsun angle original. lls impliquent que
les TCR voient leur mobilité latérale diminuer suid leur activation par un stimulus
antigénique. Ceci pourrait étre indispensable apositionnement correct ainsi qu’un
engagement régulé des TCR, ce qui permettrait @galation fine de la durée de

signalisation.
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Conclusion générale :

L’année qui vient de s’écouler m'a donné 'occasittnm’immerger pleinement dans le
monde de la recherche et de me consacrer a urnt prgjen’avait été confié. J'ai pu ainsi
apprécier les joies et les difficultés qu'éprouvesiux qui consacrent leur vie a faire
progresser la science. Cette année fut riche dgms@ents et de rencontres. Je suis heureux
d’avoir pu m’investir dans un projet multidiscipdime qui par sa thématique éloignée du
monde vétérinaire constituait pour moi un défi dever. J'ai trouvé particulierement
savoureux de pouvoir m’imprégner de la thématiqudéisant les travaux publiés sur le sujet
pour rendre possible une vision critique des eepéas menées et mieux imaginer quelles
expeériences pourraient étre menées. Cette démaratitve », quoique exigeante en temps et
en efforts, est extrémement stimulante. Le progetaetuellement poursuivi par les membres
de I'équipe du Pr. Salvatore Valitutti et donnevarguellement lieu a une publication.

Cette période de M2R m’a donné envie de poursumas prospections dans le monde de
la recherche. J'ai eu I'opportunité de me consaaren projet traitant de la grippe aviaire,
thématique plaisante pour moi dans la mesure eucelhsiste en I'étude d’une zoonose pour
laquelle tous les mécanismes physiopathologiquessarg pas compris, en particulier
'absence de signes cliniques chez le canard, espEservoir par excellence. Ce sujet me
permet en outre de travailler sur la physiologid’ieimunité des oiseaux, animaux que
j'adore depuis bien des années. Je ne peux praweis seront les résultats de ces recherches,

mais je suis heureux de pouvoir y participer.
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TITRE : Etude des mécanismes moléculaires concourant a la mobilité des TCR en surface
des lymphocytes T

RESUME :

L’activation des lymphocytes T par leur antigéne spécifique s’accompagne de la formation
d’une structure de signalisation spécialisée (nommeée synapse immunologique) caractérisée
par le rassemblement & grande échelle et l'organisation de molécules de surface et de
composants de signalisation intra-cellulaire. Bien que la structure de la synapse
immunoclogique ait été étudiée en détails, les mécanismes moléculaires responsables de la
mobilité des TCR demeurent mal compris. En particulier la facon dont les TCR sont
acheminés a la synapse immunologique pour y étre engagés et activés par les complexes
peptide-CMH demeure une question centrale et non résolue de la biologie des lymphocytes.

Afin de mieux comprendre comment les TCR parviennent a la synapse
immunologique durant le processus d’activation, nous avons mesuré (par microscopie
confocale et un protocole de FRAP récemment développé) la mobilité latérale des TCR en
surface de lymphocytes T humains vivants.

Nos résultats montrent que : ij 'augmentation de [Ca?*]; réduit de fagcon marquée la
mobilité des TCR par un mécanisme dépendant du cytosquelette d’actine : i) la stimulation
antigénique inhibe la dynamique des TCR durant la formation de conjugués CPA /[
Iymphocytes T ; iii) le cytosquelette d’actine permet d’acheminer les TCR vers la synapse
immunoclogique (et ce méme en labsence de Tantigéne) si sa polymérisation localisée est
induite.

Pris dans leur ensemble, nos résultats montrent que suite a l'activation par
l'antigéne, les TCR voient leur mobilité réduite, ceci en raison d’une liaison a ou dun
trappage par le cytosquelette d’actine. lls impliquent que le cytosquelette d’actine pourrait a
la fois constituer un régulateur ainsi quune force motrice de l'acheminement et de
l'engagement des TCR au sein de la synapse immunologique.

MOTS-CLES : Lymphocyte T, Récepteur a ’antigéne, FRAP, Mobilité membranaire

ENGLISH TITLE : On the molecular mechanisms underlying TCR mobility on the surface of T lymphocytes

ABSTRACT :

The activation of T lymphocytes by specific antigen is accompanied by the formation of a
specialized signalling area (named the immunological synapse, 1S} characterized by the large
scale clustering and segregation of surface molecules and intra-cellular signalling
components. Although the structure of the IS has been thoroughly investigated, the
molecular mechanisms underlying IS assembly are still elusive. In particular, how TCR are
delivered to the IS to be engaged and triggered by peptide-MHC complexes is a central
unresolved question of T lymphocyte biology.

To better understand how TCR are supplied to the IS during the activation process, we
measured (using confocal microscopy and newly developed photo-bleaching recovery
techniques) the lateral mobility of TCR on the surface of human living T lymphocytes.

Our results show that: i) [Cax+ increase markedly reduces TCR mobility via an actin
cvtoskeleton-dependent mechanism; ii) antigenic stimulation inhibits TCR dynamics in T
cell/ APC conjugates; iii) actin cytoskeleton can drag TCR towards the IS (even in the
absence of the antigen) if its localized polymerization is induced.

Taken together our results show that following activation, TCR do not accelerate but
actually slow down, being either bound to or trapped by F-actin. They imply that actin
cvtoskeleton could be at the same time a “pace-maker” regulating the rate of TCR triggering
and a “driving

force” moving TCR towards the IS,
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