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SAP	   SLAM-‐Associated	  Protein	  

Sos1	   Son	  of	  sevenless	  homolog	  1	  

TCR	   T	  Cell	  Receptor	  

TGF-‐β	   Transforming	  Growth	  Factor	  beta	  

TNF-‐α	   Tumor	  Necrosis	  Factor	  alpha	  

TNF-‐R	   TNF	  Receptor	  

TRADD	   TNF-‐R	  Associated	  Death	  Domain	  

XLP	   X-‐linked	  Lymphoproliferative	  syndrom	  

ZAP-‐70	   Zeta-‐chain-‐Associated	  Protein	  kinase	  70	  
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Résumé	  

	  
Régulation	  des	  voies	  de	  signalisation	  des	  lymphocytes	  T	  par	  la	  

protéine	  SAP	  et	  ses	  partenaires	  
	  

Directeur	  de	  thèse	  :	  Dr	  Jacques	  Bertoglio	  
Co-‐encadrant	  :	  Dr	  Franck	  Gesbert	  

	  
	  

Une	   réponse	   immunitaire	   adéquate	   nécessite	   la	   participation	   coordonnée	   de	  
plusieurs	   populations	   de	   cellules	   immunitaires,	   comme	   les	   lymphocytes	   T	   et	   B,	   les	  
macrophages,	   les	   cellules	   dendritiques	   ou	   les	   cellules	   NK.	   L’activation	   de	   ces	   types	  
cellulaires	  est	  modulée	  par	  différents	  récepteurs	  membranaires	  dont	  la	  fonction	  est	  de	  
déclencher	  une	  cascade	  de	  signalisation.	  

L’activation	  des	  lymphocytes	  T,	  acteurs	  cruciaux	  de	  la	  mise	  en	  place	  de	  la	  réponse	  
immunitaire	  adaptative,	  s’initie	  par	  l’engagement	  du	  récepteur	  T	  (TCR).	  Plusieurs	  autres	  
types	   de	   récepteurs	   participent	   à	   la	   modulation	   des	   réponses	   cellulaires.	   Ainsi,	   les	  
récepteurs	   aux	   facteurs	   de	   croissance,	   aux	   cytokines	   et	   aux	   chimiokines	   ainsi	   que	   les	  
molécules	  d’adhésion	  et	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  (pour	  Signaling	  Lymphocyte	  
Activation	  Molecule)	   influencent	   l’activation	  cellulaire.	  Des	  travaux	  récents	  ont	  montré	  
que	   l’activation	   des	   récepteurs	   SLAM	   induit	   leur	   association	   avec	   les	   membres	   de	   la	  
famille	  SAP	  et	  est	  nécessaire	  à	   l’induction	  d’une	  réponse	  humorale,	  au	  développement	  
des	   cellules	   NKT	   ainsi	   qu’à	   la	   cytotoxicité	   médiée	   par	   les	   lymphocytes	   T	   CD8	   et	   les	  
cellules	   NK.	   L’altération	   du	   gène	   sh2d1a	   codant	   pour	   SAP	   conduit	   à	   l’apparition	   du	  
syndrome	   lymphoprolifératif	   lié	   à	   l’X-‐1	   (XLP-‐1).	   Les	   patients	   atteints	   de	   ce	   syndrome	  
développent	   trois	   principaux	   phénotypes	   cliniques	   qui	   sont	   une	   mononucléose	  
infectieuse	   fulminante,	   une	   dysgammaglobulinémie,	   et	   des	   désordres	  
lymphoprolifératifs.	  

L’objectif	  de	  mon	  travail	  de	  thèse	  a	  été	  d’étudier	  les	  étapes	  précoces	  d’activation	  
des	   lymphocytes	   T	   et	   de	   comprendre	   comment	   la	   protéine	   SAP,	   associée	   à	   d’autres	  
protéines	  ou	  domaines	  protéiques	   intracellulaires,	   est	   impliquée	  dans	   la	   régulation	  de	  
ces	   mécanismes	   d’activation.	   Mon	   travail	   s’est	   donc	   orienté	   vers	   l’identification	   de	  
nouveaux	  partenaires	  de	  SAP,	  autres	  que	  les	  récepteurs	  SLAM,	  et	  qui	  nous	  permettraient	  
de	  mieux	  définir	  la	  fonction	  de	  SAP	  dans	  la	  signalisation	  T.	  	  

Par	   une	   approche	   de	   biochimie,	   mon	   travail	   a	   permis	   de	   démontrer	   que	   SAP	  
s’associe	   directement	   à	   la	   chaîne	   CD3ζ	   du	   complexe	   TCR-‐CD3,	   régule	   la	   signalisation	  
induite	  par	  l’activation	  du	  récepteur	  T	  et	  permet	  la	  sécrétion	  de	  cytokines.	  Enfin,	  par	  une	  
approche	  de	  double	  hybride,	  nous	  avons	  identifié	  Pecam-‐1	  comme	  nouveau	  partenaire	  
de	  SAP.	  Nous	  avons	  par	   la	  suite	  observé	  que	   l’association	  de	  SAP	  avec	  Pecam-‐1	  régule	  
l’adhérence	  des	   lymphocytes	  T.	  Par	  ces	  deux	  études,	  mon	  travail	  de	   thèse	  a	  permis	  de	  
démontrer	   l’implication	  de	   SAP	  dans	  de	  nouvelles	   voies	   de	   signalisation	   et	   permet	   de	  
mieux	  comprendre	  les	  mécanismes	  dérégulés	  lors	  de	  l’absence	  de	  SAP.	  
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Abstract	  

	  
Regulation	  of	  T	  cell	  signaling	  pathways	  by	  the	  SAP	  protein	  and	  its	  

partners	  
	  

Thesis	  director:	  Dr	  Jacques	  Bertoglio	  
Co-‐supervisor:	  Dr	  Franck	  Gesbert	  

	  
	  

Immune	   responses	   need	   a	   coordinate	   involvement	   between	   different	   immune	  
cell	  populations,	  as	  T	  and	  B	  cells,	  macrophages,	  dendritic	  cells	  or	  NK	  cells.	  Activation	  of	  
these	  different	  cell	  populations	  is	  mediated	  by	  different	  receptors	  whose	  function	  is	  to	  
initiate	  a	  signal	  transduction	  cascade.	  	  

T	  cell	  activation,	  a	  crucial	  event	  in	  adaptive	  immune	  response,	  begins	  with	  T	  cell	  
receptor	  (TCR)	  triggering.	  A	   large	  number	  of	  receptors	  can	  modulate	  T	  cell	   responses.	  
Thus,	   cytokines,	   chimiokines	   and	   growth	   factors	   receptors,	   adhesion	   molecules	   and	  
SLAM	   (for	   Signaling	   Lymphocyte	   Activation	   Molecule)	   family	   receptors	   regulate	   cell	  
activation.	   Recent	   works	   have	   shown	   that	   SLAM	   receptors	   triggering	   induce	   their	  
association	   with	   SAP	   (for	   SLAM-‐Associated	   Protein)	   family	   members	   and	   is	   vital	   for	  
humoral	   immunity,	   NKT	   cell	   development	   and	   T	   CD8+	   and	   NK	   cells	   cytotoxicity.	  
Mutations	   in	   sh2d1a	   gene,	   which	   code	   for	   SAP,	   are	   responsible	   of	   X-‐linked	  
Lymphoproliferative-‐1	   (XLP-‐1)	   syndrome.	   Patients,	   who	   suffer	   from	   this	   syndrome,	  
develop	   three	   main	   clinical	   manifestations:	   a	   fulminant	   infectious	   mononucleosis,	  
dysgammaglobulinemia	  and	  lymphoproliferative	  syndromes.	  
	   My	   thesis	  work	  was	   to	   study	  early	   steps	  of	  T	   cell	   activation	  and	   to	  understand	  
how	  the	  SAP	  protein,	  associated	  with	  its	  partners,	  regulates	  these	  cellular	  mechanisms.	  
Thus,	  my	  work	  was	  to	  identify	  new	  SAP	  partners,	  others	  than	  SLAM	  receptors,	  in	  order	  
to	  better	  understand	  SAP	  function	  in	  T	  cell	  signaling.	  
	   With	   a	   biochemical	   approach,	   my	   work	   has	   demonstrated	   that	   SAP	   directly	  
associates	  with	  CD3ζ	  chain	  of	  TCR-‐CD3	  complex,	  regulates	  cell	  signaling	  and	  cytokines	  
secretion	  following	  TCR	  triggering.	  Finally,	  with	  a	  two-‐hybrid	  assay,	  we	  have	  identified	  
the	  adhesion	  molecule	  Pecam-‐1	  as	  a	  new	  SAP	  partner.	  Then,	  we	  have	  observed	  that	  SAP	  
directly	  interacts	  with	  Pecam-‐1	  to	  regulate	  T	  cell	  adhesion.	  During	  my	  thesis	  work,	  we	  
have	  identified	  new	  cellular	  signaling	  pathways	  that	  are	  regulated	  by	  SAP	  and	  permit	  to	  
better	  understand	  the	  cellular	  mechanisms	  that	  are	  affected	  when	  SAP	  is	  absent.	  
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Introduction	  bibliographique	  
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Les	  mécanismes	   contrôlés	   par	   les	   réponses	   immunes	   protègent	   contre	   la	   colonisation	  

d’organismes	   étrangers	   non	   voulus	   et	   participent	   à	   la	   réparation	   des	   tissus	   et	   à	   la	  

restauration	   de	   l’homéostasie	   après	   les	   dommages	   induits	   soit	   par	   l’invasion	   des	  

pathogènes	   soit	   par	   la	   réponse	   de	   l’organisme	   contre	   ces	   pathogènes.	   Une	   activation	  

adéquate	  du	  système	   immunitaire	   requiert	   la	  distinction	  par	   les	   cellules	   immunes	  des	  

constituants	   normaux	   de	   l’organisme	   (le	   soi)	   qui	   doivent	   être	   préservés	   et	   des	  

pathogènes	  (le	  non	  soi)	  qui	  doivent	  être	  éliminés.	  

Deux	  phases	  sont	  distinguées	  lors	  de	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  réponse	  immunitaire	  contre	  

un	  organisme	  pathogène.	   Tout	   d’abord,	   la	   première	  phase	  de	   la	   réponse	   immunitaire,	  

appelée	   immunité	   innée,	   contribue	   à	   l’activation	   de	   cellules	   non	   spécifiques	   pour	   le	  

pathogène.	   Les	   épithéliums	   constituent	   la	   première	   barrière	   à	   franchir	   pour	   les	  

pathogènes.	  Une	  fois	  cette	  barrière	  franchie,	  les	  pathogènes	  entrent	  en	  contact	  avec	  les	  

cellules	  de	  l’immunité	  innée	  qui	  se	  trouvent	  sous	  toutes	  les	  surfaces	  des	  épithéliums.	  Ces	  

cellules	   expriment	   à	   leur	   surface	   des	   récepteurs	   particuliers,	   les	   PRR	   (pour	   Pattern	  

Recognition	  Receptors	  ou	   récepteur	  de	   reconnaissance	  de	  motifs)	  qui	   leur	  permettent	  

de	   reconnaître	   des	   motifs	   moléculaires	   associés	   aux	   pathogènes	   ou	   PAMP	   (pour	  

Pathogen-‐Associated	   Molecular	   Patterns)	   présents	   uniquement	   sur	   de	   nombreux	  

pathogènes.	   Les	   cellules	   de	   l’immunité	   innée	   qui	   reconnaissent	   un	   pathogène	   vont	  

s’activer	   et	   le	   phagocyter	   déclenchant	   alors	   une	   réaction	   inflammatoire	   avec	  

recrutement	  dans	  le	  site	  infectieux	  de	  nouvelles	  cellules	  phagocytaires,	  les	  macrophages,	  

les	  neutrophiles	  et	   les	  cellules	  dendritiques,	  qui	  vont	   ingérer	  et	  détruire	   le	  pathogène.	  

Les	  cellules	  NK	  (pour	  Natural	  Killer)	  sont	  des	  cellules	  spécialisées	  de	  l’immunité	  innée	  

capables	  d’induire	  la	  mort	  des	  cellules	  tumorales	  ou	  infectées	  par	  un	  virus.	  Cependant,	  

les	   pathogènes	   ont	   également	   acquis	   des	   mécanismes	   de	   résistance	   dans	   le	   but	  

d’échapper	  à	  la	  réponse	  immunitaire	  innée.	  	  

La	  deuxième	  phase	  de	  la	  réponse	  immunitaire,	  appelée	  immunité	  adaptative	  est	  apparue	  

avec	  les	  vertébrés.	  La	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  est	  basée	  sur	  la	  sélection	  clonale	  

d’un	   répertoire	   de	   cellules	   immunitaires,	   les	   lymphocytes	   T	   et	   B,	   qui	   sont	   dotés	   de	  

récepteurs	  antigéniques	  spécifiques.	  Chaque	  lymphocyte	  possède	  un	  récepteur	  distinct	  

issu	   de	   recombinaisons	   aléatoires	   si	   bien	   que	   le	   répertoire	   entier	   de	   récepteurs	   peut	  

reconnaître	   tout	   antigène	   étranger.	   Les	   cellules	   présentatrices	   d’antigènes,	   issues	   de	  

l’immunité	   innée,	   activent	   les	   lymphocytes,	   qui	   prolifèrent	   et	   se	   différencient	   en	  deux	  

populations	  de	   cellules	  :	   les	   cellules	   effectrices	  qui	   vont	   combattre	   le	  pathogène	  et	   les	  
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lymphocytes	  mémoires	  qui	  vont	  constituer	  un	  répertoire	  de	  cellules	  prêtes	  à	  répondre	  

rapidement	   en	   cas	   de	   nouvelle	   infection	   par	   le	   même	   pathogène.	   Les	   lymphocytes	   B	  

effecteurs	   sont	   les	   cellules	   sécrétrices	   d’anticorps	   qui	   vont	   aider	   à	   la	   destruction	   du	  

pathogène	   en	   facilitant	   leur	   phagocytose	   par	   les	   cellules	   de	   l’immunité	   innée.	   Les	  

lymphocytes	  T	  effecteurs	  vont	  aider	  à	   la	  destruction	  des	  pathogènes	  en	  augmentant	   le	  

pouvoir	  de	  phagocytose	  des	  cellules	  de	   l’immunité	   innée	  ou	  en	  détruisant	  directement	  

les	  cellules	  infectées.	  	  

Une	  défense	  complète	  de	   l’organisme	  nécessite	  plusieurs	  systèmes	  de	  reconnaissances	  

et	   divers	   mécanismes	   effecteurs	   afin	   de	   reconnaître	   et	   de	   détruire	   tous	   les	   types	  

d’agents	   infectieux	   existants.	   Dans	   cette	   étude,	   nous	   nous	   sommes	   intéressés	   aux	  

mécanismes	  moléculaires	  impliqués	  dans	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+,	  une	  sous	  

population	  de	  lymphocytes	  T	  cruciale	  dans	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  réponse	  immunitaire	  

adaptative	  adéquate.	  
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I. Généralités	  sur	  les	  cellules	  T	  

	  

1. Développement	  des	  lymphocytes	  T	  

	  

Le	   développement	   des	   lymphocytes	   T	   (LT)	   s’effectue	   dans	   le	   thymus	   à	   partir	   d’un	  

progéniteur	  lymphoïde	  commun	  (CPL)	  qui	  a	  migré	  de	  la	  moelle	  osseuse	  vers	  le	  thymus.	  

En	   1996,	   Res	   et	   al	   ont	   identifié	   une	   population	   de	   cellules	   exprimant	   les	   marqueurs	  

CD34+CD38dim	  dans	   le	   thymus	  humain	  et	  ont	  démontré	  que	  celle-‐ci	  a	   la	  capacité	  de	  se	  

différencier,	  in	  vitro,	  en	  cellules	  T	  et	  NK	  ainsi	  qu’en	  cellules	  dendritiques	  (DC)	  (Res	  et	  al.,	  

1996).	   Par	   la	   suite,	   Dik	   et	   ses	   collègues	   ont	   observé	   chez	   l’Homme	   que	   la	   population	  

immature	   majoritaire	   retrouvée	   dans	   le	   thymus,	   également	   appelée	   progéniteur	  

thymique	   précoce	   (Early	   Thymic	   Progenitor	   –	   ETP),	   est	   cette	   même	   population	   de	  

cellules	   exprimant	   les	   marqueurs	   CD34+CD38lo	   (Dik	   et	   al.,	   2005).	   Ils	   ont	   également	  

prouvé	   que	   cette	   population	   ETP,	   qui	   exprime	   fortement	   CD10,	   provient	   d’une	  

population	   de	   cellules	   CD34+CD45RA+CD7+CD10+CD38lo	   retrouvée	   dans	   le	   sang	   de	  

cordon	  et	  possédant	  une	  activité	  multipotente	  de	  différenciation	  en	  cellules	  T,	  B,	  NK,	  et	  

DC	  (Hao,	  2001).	  Lors	  de	   leur	  entrée	  dans	   le	   thymus	  par	   la	   jonction	  cortico-‐médullaire,	  

ces	  ETP	  n’expriment	  pas	  de	  TCR,	  de	  CD4	  ni	  de	  CD8	  et	  sont	  appelés	  thymocytes	  double	  

négatifs	  CD4-‐CD8-‐	  (DN)	  (Lind	  et	  al.,	  2001).	  Ces	  thymocytes	  DN	  migrent	  dans	  le	  cortex	  où	  

ils	   vont	   subir	   quatre	   étapes	   de	   différenciation	   suivant	   l’expression	   des	  marqueurs	   de	  

surface	  CD44	  et	  CD25	  (IL-‐2Rα).	  Ainsi,	  à	  leur	  entrée	  dans	  le	  thymus,	  les	  thymocytes	  DN1	  

sont	  CD44+CD25-‐	  et	  possèdent	  toujours	  une	  activité	  multipotente	  de	  différenciation	  en	  

cellules	  T,	  B,	  NK	  et	  DC.	  Les	  thymocytes	  vont	  ensuite	  migrer	  vers	  la	  zone	  sous-‐capsulaire	  

où	  ils	  acquièrent	  l’expression	  de	  CD25	  et	  sont	  appelés	  thymocytes	  DN2	  CD44+CD25+.	  Ces	  

thymocytes	  DN2	  ont	  perdu	  leur	  capacité	  à	  se	  différencier	  en	  cellule	  B	  mais	  ont	  toujours	  

leur	  potentiel	  de	  devenir	  des	  cellules	  T,	  NK	  ou	  des	  DC	   (Schmitt	  et	  al.,	  2004;	  Wu	  et	  al.,	  

1996b).	  Les	  thymocytes	  s’engagent	  vers	  la	  voie	  de	  différenciation	  en	  lymphocyte	  T	  entre	  

les	  étapes	  DN2	  et	  DN3	  lorsque	  les	  réarrangements,	  contrôlés	  par	  les	  protéines	  RAG1	  et	  

RAG2	  (pour	  Recombination-‐Activating	  Genes),	  des	  gènes	  β	  (tcrb),	  ou	  γ	  (tcrg)	  et	  δ	  (tcrd)	  

ont	   lieu	  (Mombaerts	  et	  al.,	  1992;	  Shinkai	  et	  al.,	  1993).	   Il	  a	  été	  montré	  récemment	  que,	  

dans	  les	  thymocytes	  DN2,	  ces	  réarrangements	  se	  faisaient	  dans	  un	  ordre	  bien	  précis	  δ	  >	  

γ	   >	   β.	   Les	   thymocytes	   qui	   expriment	   un	   TCR	   γδ	   correct	   vont	   se	   développer	   en	  

lymphocytes	   T	   γδ.	   Les	   thymocytes	   engagés	   dans	   la	   voie	   αβ	   commencent	   le	  
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réarrangement	  du	  locus	  β	  au	  stade	  DN2	  par	  les	  segments	  Dβ	  et	  Jβ.	  Ce	  réarrangement	  se	  

poursuit	   dans	   les	   thymocytes	   DN3	   CD44-‐CD25+	   avec	   la	   jonction	   Vβ	   et	   DJ	   (Figure	   1)	  

(Blom	  et	  al.,	  1999;	  Dik	  et	  al.,	  2005).	  Dans	  les	  thymocytes	  DN3,	  la	  chaine	  β,	  correctement	  

réarrangée,	  s’apparie	  avec	  une	  chaine	  pTα	  (pour	  pré-‐T-‐cell-‐α)	  pour	  former	  le	  complexe	  

pre-‐TCR-‐αβ	   (Saint-‐Ruf	   et	   al.,	   1994).	   Ce	   complexe	   est	   alors	   associé	   aux	   chaines	   de	  

signalisation	  CD3	  puis	  exprimé	  à	   la	   surface	  des	   thymocytes	   (van	  Oers	  et	  al.,	  1995).	  La	  

formation	  de	  ce	  premier	  complexe	  pre-‐TCR	  est	  cruciale	  pour	   la	  survie	  des	   thymocytes	  

lors	   de	   la	   phase	   de	   β-‐sélection.	   En	   effet,	   plusieurs	   études	   basées	   sur	   l’extinction	   de	  

protéines	  clés	  de	  la	  voie	  de	  signalisation	  du	  TCR	  montrent	  un	  arrêt	  de	  la	  progression	  des	  

thymocytes	   en	   phase	   DN3	   et	   la	  mort	   de	   ceux-‐ci	   (Clements	   et	   al.,	   1998;	   Negishi	   et	   al.,	  

1995;	  van	  Oers	  et	  al.,	  1996b).	  	  

	  

	  
	  

Les	   thymocytes	   survivant	   à	   la	   phase	   de	  β-‐sélection	   entrent	   dans	   la	   phase	   DN4	   CD44-‐

CD25-‐	  où	  ils	  vont	  proliférer	  puis	  réarranger	  le	  locus	  de	  la	  chaine	  α	  et	  enfin	  exprimer	  les	  

molécules	   de	   surfaces	   CD8	   tout	   d’abord	   puis	   CD4	  pour	   former	   les	   thymocytes	   double	  

positifs	  CD4+CD8+	   (DP).	  Ces	   thymocytes	  migrent	  ensuite	  vers	   la	  médullaire	  du	   thymus	  
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où	  ils	  subissent	  une	  double	  sélection	  positive	  et	  négative	  dans	  le	  but	  de	  sélectionner	  les	  

thymocytes	   DP	   pouvant	   reconnaître	   le	   complexe	   CMH/antigène	   avec	   une	   affinité	  

appropriée.	   Les	   thymocytes	   répondant	   trop	   faiblement	   ou,	   au	   contraire,	   étant	   trop	  

réactifs	  contre	  les	  molécules	  du	  soi,	  vont	  être	  éliminés.	  Les	  thymocytes	  survivants	  vont	  

alors	   se	   différencier	   en	   lymphocytes	  matures	   simples	   positifs	   CD4+	   ou	   CD8+	   qui	   vont	  

alors	  quitter	  le	  thymus	  pour	  former	  un	  répertoire	  périphérique	  de	  cellules	  T	  (Germain,	  

2002;	  Spits,	  2002).	  

	  

2. Développement	  des	  cellules	  NKT	  

	  

Les	   cellules	   NKT	   représentent	   une	   sous-‐population	   de	   lymphocytes	   T	   spécialisés	  

possédant	   leurs	   propres	   caractéristiques	   uniques	   distinctes	   des	   lymphocytes	   T	  

conventionnels.	   Les	   cellules	  NKT	   expriment	   un	   TCR	   invariant	   chez	   l’Homme	   ou	   semi-‐

invariant	  chez	  la	  souris,	  composé	  d’un	  simple	  réarrangement	  Vα24-‐Jα18	  et	  Vα14-‐Jα18,	  

respectivement	  chez	  l’Homme	  et	  la	  souris,	  combiné	  avec	  le	  segment	  Vβ11	  chez	  l’Homme	  

ou	   Vβ8,	   Vβ2	   ou	   Vβ7	   chez	   la	   souris.	   Le	   TCR	   des	   cellules	   NKT	   reconnaît	   les	  

glycosphingolipides	  du	  soi	  et	  bactériens	  présentés	  par	   la	  molécule	  CD1d,	  une	  protéine	  

apparentée	  aux	  molécules	  de	  classe	  I	  du	  CMH	  (Bendelac	  et	  al.,	  2007).	  

De	  manière	  similaire	  aux	  lymphocytes	  T	  conventionnels,	  le	  développement	  des	  cellules	  

NKT	  se	  déroule	  dans	  le	  thymus.	  Deux	  modèles	  ont	  été	  proposés	  dans	  la	  littérature	  sur	  le	  

développement	   des	   cellules	   NKT	   et	   diffèrent	   sur	   l’origine	   du	   précurseur,	   commun	   ou	  

non	   avec	   celui	   des	   lymphocytes	   T.	   Le	   modèle	   de	   précurseur	   engagé	   suggère	   que	   les	  

cellules	  NKT	  se	  développent	  très	  tôt	  dans	   l’embryogénèse,	  avant	  même	  l’apparition	  du	  

thymus	   et	   l’apparition	   des	   lymphocytes	   T	   conventionnels.	   A	   l’inverse,	   le	   modèle	  

instructif,	   basé	   sur	   une	   sélection	   par	   le	   TCR,	   propose	   que	   ce	   soit	   seulement	   après	  

l’expression	  d’un	  TCR	   fonctionnel	  que	   les	   cellules	   s’engagent	  vers	   la	   voie	  des	  NKT.	  En	  

accord	  avec	  ce	  modèle,	  il	  est	  maintenant	  clairement	  établi	  que	  les	  lymphocytes	  T	  αβ	  et	  

les	   cellules	   NKT	   passent	   par	   le	   même	   stade	   précoce	   triple	   négatif	   (CD3-‐CD4-‐CD8-‐)	   et	  

requièrent	   les	  mêmes	   signaux	  pour	   le	  développement	  de	   leurs	  précurseurs	   respectifs.	  

Plus	   précisément,	   c’est	   pendant	   le	   stade	   double	   positif	   (CD4+CD8+)	   que	   les	  

réarrangements	  Vα14	  et	  Jα18	  et	  l’expression	  du	  TCR	  invariant	  ont	  lieu	  et	  engagent	  les	  

cellules	  vers	   la	   lignée	  NKT	  (Figure	  2)	   (Bezbradica	  et	  al.,	  2005;	  Gapin	  et	  al.,	  2001).	  Les	  

cellules	   NKT	   subissent,	   tout	   comme	   les	   lymphocytes	   T	   αβ,	   une	   étape	   de	   sélection	  
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positive,	  qui	  permet	  d’éliminer	  les	  cellules	  trop	  ou	  pas	  assez	  réactives.	  Au	  contraire	  des	  

lymphocytes	  T	  conventionnels	  qui	  sont	  sélectionnés	  par	  interaction	  de	  leur	  TCR	  avec	  les	  

complexes	   peptides-‐CMH	   exprimés	   sur	   les	   cellules	   épithéliales	   thymiques,	   les	   cellules	  

NKT	   sont	   sélectionnées	   par	   interaction	   de	   leur	   TCR	   avec	   les	   complexes	   glycolipides-‐

CD1d	  présentés	  par	  les	  thymocytes	  DP	  (Bendelac,	  1995;	  Schumann	  et	  al.,	  2005).	  
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Suivant	  la	  phase	  de	  sélection	  positive,	  les	  cellules	  NKT	  progressent	  à	  travers	  une	  voie	  de	  

maturation	  qui	  est	  caractérisée	  par	  l’acquisition	  séquentielle	  de	  marqueurs	  d’expression	  

à	  la	  surface	  des	  cellules.	  Il	  existe	  quatre	  stades	  de	  maturation	  des	  cellules	  NKT	  distincts	  

par	   l’expression	   des	   marqueurs	   CD24,	   CD44	   et	   NK1.1.	   Les	   cellules	   NKT	   les	   plus	  

immatures	  sont	  CD24hiCD44loNK1.1-‐	  (stade	  0)	  suivies	  par	  CD24loCD44loNK1.1-‐	  (Stade	  1),	  

CD24loCD44hiNK1.1-‐	   (stade	   2)	   et	   enfin	   CD24loCD44hiNK1.1+	   (stade	   3)	   (Bendelac	   et	   al.,	  

2007).	  Au	   stade	  0,	   les	   cellules	  NKT	   sont	  petites	   et	   peu	  nombreuses	   (environ	  1	   cellule	  

pour	   1	   million	   de	   thymocytes),	   suggérant	   qu’elles	   ne	   prolifèrent	   pas.	   Pendant	   la	  

transition	  entre	  le	  stade	  0	  et	  le	  stade	  1,	  l’expression	  de	  CD4	  est	  diminuée,	  ce	  qui	  aboutit	  

à	  l’obtention	  d’une	  population	  de	  cellules	  NKT	  DN.	  Au	  stade	  1,	  les	  cellules	  prolifèrent	  et	  

augmentent	   l’expression	   de	   CD44	   leur	   donnant	   un	   phénotype	   de	   cellules	  

mémoires/activées	   (Figure	  2).	   La	  majorité	  des	   cellules	  CD24loCD44hiNK1.1-‐	   quittent	   le	  

thymus	   pour	   migrer	   vers	   les	   tissus	   périphériques,	   où	   elles	   arrêtent	   de	   proliférer	   et	  

acquièrent	  les	  marqueurs	  de	  la	  lignée	  NK,	  tels	  que	  NK1.1,	  NKG2D	  et	  Ly49A	  ainsi	  que	  des	  

marqueurs	  de	  cellules	  T	  activées,	  comme	  CD69	  et	  CD122	  (Das	  et	  al.,	  2010;	  Godfrey	  et	  al.,	  

2010).	  	  

	  

3. Fonctions	  biologiques	  des	  cellules	  T	  

	  

Les	  lymphocytes	  T	  matures	  qui	  circulent	  dans	  le	  sang	  et	  qui	  n’ont	  pas	  encore	  rencontré	  

leur	  antigène	  spécifique	  sont	  appelés	  lymphocytes	  T	  naïfs.	  Pour	  participer	  à	  une	  réponse	  

immunitaire	   adaptative	   les	   lymphocytes	   T	   naïfs	   migrent	   dans	   un	   organe	   lymphoïde	  

secondaire	   pour	   y	   rencontrer	   leurs	   antigènes	   spécifiques,	   présentés	   par	   une	   cellule	  

présentatrice	  d’antigène	  (CPA)	  sous	   la	   forme	  d’un	  complexe	  CMH/peptide	  (pCMH).	  En	  

présence	   de	   signaux	   de	   co-‐stimulation,	   détaillés	   plus	   loin	   dans	   ce	   manuscrit,	   les	  

lymphocytes	   T	   naïfs	   vont	   s’activer,	   proliférer	   de	  manière	   clonale	   et	   se	   différencier	   en	  

lymphocytes	  T	  effecteurs.	  

	  

a. Les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  

	  

Suite	  à	  la	  reconnaissance	  par	  le	  TCR	  d’un	  peptide	  antigénique	  présenté	  uniquement	  par	  

les	   molécules	   de	   classe	   II	   du	   CMH	   d’une	   CPA,	   et	   recevant	   les	   bons	   signaux	   de	   co-‐

stimulation,	   un	   lymphocyte	   T	   CD4+	   pourra	   se	   différencier	   en	   différents	   lymphocytes	  
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effecteurs	  en	  fonction	  de	  son	  environnement	  en	  cytokines.	  A	  ce	  jour	  il	  existe	  quatre	  sous	  

populations	   de	   LT	   CD4+	   effecteurs	  répertoriés	   qui	   sont	  les	   lymphocytes	   T	   helper	   Th1,	  

Th2,	   Th17	   et	   les	   lymphocytes	   T	   régulateurs	   Treg	   (Figure	   3).	   Ces	   différentes	   sous-‐

populations	   peuvent	   être	   différenciées	   en	   fonction	   des	   cytokines	   sécrétées	   et	   des	  

marqueurs	  exprimés	  à	  la	  surface	  des	  cellules.	  Ces	  différentes	  cellules	  vont	  jouer	  un	  rôle	  

primordial	   en	   orchestrant	   la	   réponse	   immune	   adaptative	   contre	   de	   nombreux	  

pathogènes.	  	  

	  

i. Les	  lymphocytes	  Th1	  

	  

Les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  activés	  par	  le	  TCR	  en	  présence	  d’IFN-‐γ	  vont	  se	  différencier	  en	  

lymphocytes	  Th1	  (Abbas	  et	  al.,	  1996).	  Une	  étude	  a	  également	  montré	  que	   l’IL-‐12	  a	  un	  

pouvoir	  de	  différencier	  les	  LT	  CD4+	  naïfs	  en	  LT	  Th1	  (Hsieh	  et	  al.,	  1993).	  Ces	  lymphocytes	  

Th1	  activés	  expriment	  à	  leur	  surface	  le	  CD40	  ligand	  (CD40-‐L)	  et	  sécrètent	  de	  l’IFN-‐γ	  qui	  

vont	  activer	  les	  macrophages	  et	  autres	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	  en	  augmentant	  leur	  

action	   microbicide	   (Stout	   et	   al.,	   1996).	   L’IFN-‐γ	   sécrété	   par	   les	   cellules	   Th1	   peut	  

également	  orienter	  la	  commutation	  de	  classe	  chez	  les	   lymphocytes	  B	  vers	  des	  isotypes	  

IgG2a	  et	  IgG3	  (Snapper	  et	  al.,	  1992;	  Snapper	  and	  Paul,	  1987).	  Ces	  anticorps	  vont	  se	  fixer	  

aux	  molécules	   du	   complément	   sur	   les	   pathogènes,	   facilitant	   leur	   opsonisation	   et	   leur	  

destruction	  par	  les	  phagocytes.	  Enfin,	  la	  sécrétion	  d’IL-‐2	  et	  d’IFN-‐γ	  par	  les	  lymphocytes	  

Th1	   permet	   également	   la	   différenciation	   des	   lymphocytes	   T	   CD8+	   en	   lymphocytes	   T	  

cytotoxiques	  (Sad	  et	  al.,	  1995).	  Les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  Th1	  vont	  donc	  avoir	  un	  rôle	  de	  

défense	  contre	  les	  pathogènes	  intracellulaires	  (Figure	  3).	  

	  

i. Les	  lymphocytes	  Th2	  

	  

Les	  lymphocytes	  Th2	  se	  différencient	  lorsque	  les	  LT	  naïfs	  sont	  activés	  en	  présence	  d’IL-‐4	  

(Le	  Gros	  et	  al.,	  1990;	  Swain	  et	  al.,	  1990).	  Les	  LT	  Th2	  sont	  les	  cellules	  productrices	  d’IL-‐4,	  

d’IL-‐5,	   d’IL-‐9	   et	   d’IL-‐13	   (Paul	   and	   Zhu,	   2010).	   A	   l’inverse	   des	   cellules	   Th1,	   elles	   ne	  

produisent	   pas	   d’IFN-‐γ,	  mais	   elles	   sécrètent	   un	   peu	   de	   TNF-‐α	   et	   elles	   sont	   également	  

capables	  de	  sécréter	  de	  l’IL-‐2.	  	  
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L’IL-‐4	  produite	  par	  les	  lymphocytes	  Th2	  est	  l’inducteur	  majeur	  dans	  la	  commutation	  de	  

classe	  chez	  les	  lymphocytes	  B	  vers	  des	  isotypes	  IgG1	  et	  IgE	  alors	  que	  le	  TGF-‐β	  oriente	  la	  

commutation	   de	   classe	   vers	   des	   isotypes	   d’anticorps	   neutralisant	   IgG2b	   et	   IgA	  

(Stavnezer,	   1996).	   Les	   complexes	   immuns	   formés	   par	   les	   anticorps	   IgE	   activent	   les	  

cellules	  de	  l’immunité	  innée,	  telles	  que	  les	  mastocytes	  et	  les	  basophiles,	  en	  activant	  les	  

récepteurs	  Fc	  de	  haute	  affinité	  pour	  les	  IgE	  (FcεRI).	  La	  sécrétion	  de	  l’IL-‐5	  par	  les	  cellules	  

Th2	   favorise	   la	  sécrétion	  d’IgA	  par	   les	  cellules	  B	  ayant	  déjà	  subit	  une	  commutation	  de	  

classe	  et	  permet	  le	  recrutement	  et	  l’activation	  des	  éosinophiles	  (Rothenberg	  and	  Hogan,	  

2006;	   Takatsu	   et	   al.,	   1980;	   Yamaguchi	   et	   al.,	   1988).	   En	   agissant	   directement	   sur	   les	  

cellules	  épithéliales	   (par	   l’IL-‐4,	   l’IL-‐9	  et	   l’IL-‐13)	  et	   sur	   les	  cellules	  du	  muscle	   lisse	   (par	  

l’IL-‐4	  et	  l’IL-‐13),	  les	  cellules	  Th2	  induisent	  la	  production	  du	  mucus	  des	  voies	  intestinale	  

et	  pulmonaire	  et	  sont	  responsables	  des	  réactions	  inflammatoires	  développées	  pendant	  

une	  crise	  d’asthme	  (Woodruff	  et	  al.,	  2009).	  Les	   lymphocytes	  T	  CD4+	  Th2	  sont	  donc	   les	  

médiateurs	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  contre	  les	  pathogènes	  extracellulaires	  

(Figure	  3).	  

	  

ii. Les	  lymphocytes	  Th17	  

	  

Les	   lymphocytes	   Th17	   ont	   été	   caractérisés	   récemment	   lorsque	   deux	   groupes	   ont	  

découvert	  que	  la	  combinaison	  de	  TGF-‐β	  et	  d’IL-‐6	  induit	  la	  différenciation	  des	  LT	  naïfs	  en	  

LT	  Th17	  dont	  la	  principale	  caractéristique	  est	  la	  sécrétion	  d’IL-‐17	  (Bettelli	  et	  al.,	  2006;	  

Mangan	  et	  al.,	  2006).	  Par	  la	  suite,	  il	  a	  été	  rapporté	  que	  l’IL-‐21,	  une	  cytokine	  produite	  par	  

les	  Th17,	  peut	  remplacer	  l’IL-‐6	  pour	  la	  différenciation	  en	  LT	  Th17	  et	  est	  nécessaire	  aux	  

étapes	  d’amplification	  des	  LT	  Th17	  (Korn	  et	  al.,	  2007;	  Zhou	  et	  al.,	  2007).	  Enfin,	   l’IL-‐23	  

est	   nécessaire	   à	   la	  maturation	   et	   à	   la	   survie	   des	   lymphocytes	   Th17	   (McGeachy	   et	   al.,	  

2009).	   Les	   lymphocytes	   Th17	   sont	   des	   cellules	   productrices	   de	   cytokines	   pro-‐

inflammatoires,	   telles	   que	   l’IL-‐17A,	   l’IL-‐17F,	   l’IL-‐21	   et	   l’IL-‐22.	   L’IL-‐21,	   nécessaire	   à	   la	  

différenciation	   en	   lymphocytes	   Th17,	   peut	   également	   activer	   les	   lymphocytes	   B	   et	  

induire	   la	  commutation	  de	  classe	  vers	  des	   isotypes	  IgG1	  et	  IgG3	  (Leonard	  and	  Spolski,	  

2005).	   Les	   lymphocytes	  Th17	  produisent	  deux	   cytokines	  de	   la	   famille	   de	   l’IL-‐17	  :	   l’IL-‐

17A	   et	   l’IL-‐17F	   qui	   agissent	   sur	   un	   grand	   nombre	   de	   cellules	   (cellules	   épithéliales,	  

endothéliales,	   fibroblastes,	  macrophages)	  pour	  induire	   l’expression	  de	  cytokines	  (TNF-‐

α,	   IL-‐1β,	   IL-‐6,	   GM-‐CSF	   et	   G-‐CSF)	   et	   de	   chimiokines	   (CXCL1	   et	   CXCL8)	   dont	   le	   but	  
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principal	  est	  le	  recrutement	  et	  l’activation	  des	  neutrophiles	  (Awane	  et	  al.,	  1999;	  Fossiez	  

et	   al.,	   1996;	   Jovanovic	   et	   al.,	   1998;	   Laan	   et	   al.,	   1999).	   En	   réponse	   à	   l’IL-‐23,	   les	  

lymphocytes	  Th17	  différenciés	  synthétisent	  l’IL-‐22	  pour	  communiquer	  avec	  les	  cellules	  

endothéliales	   et	   épithéliales	   et	  non	  avec	   les	   cellules	   immunes	  qui	  ne	  possèdent	  pas	   le	  

récepteur	   à	   l’IL-‐22.	   L’IL-‐22	   induit	   la	   production	   d’agents	   microbicides	   par	   les	  

kératinocytes	   et	   est	   essentielle	   dans	   les	   fonctions	   de	   barrières	   naturelles	   des	  

épithéliums	  lors	  d’infections	  bactériennes	  (Aujla	  et	  al.,	  2008;	  Liang	  et	  al.,	  2006;	  Zheng	  et	  

al.,	  2008).	  Les	  cellules	  Th17	  constituent	  donc	  une	  branche	  du	  système	  immunitaire	  dont	  

la	  fonction	  est	  la	  destruction	  de	  pathogènes	  spécifiques	  qui	  requièrent	  une	  forte	  réponse	  

inflammatoire	  et	  qui	  sont	  résistants	  aux	  réponses	  immunes	  prodiguées	  par	  les	  cellules	  

Th1	  et	  Th2	  (Figure	  3).	  

	  

iii. Les	  lymphocytes	  Treg	  

	  

Deux	   sous	   populations	   de	   lymphocytes	   T	   régulateurs	   (Treg)	   sont	   retrouvées	   en	  

périphérie	  :	   les	   lymphocytes	   Treg	   naturels	   (nTreg)	   et	   les	   lymphocytes	   Treg	   induits	  

(iTreg).	   Les	   lymphocytes	   nTreg	   proviennent	   de	   cellules	   T	   CD4+	   naïfs	   qui	   auraient	  

échappées	   à	   la	   sélection	   négative	   dans	   la	   médullaire	   du	   thymus	   alors	   que	   les	   iTreg	  

dérivent	  de	  lymphocytes	  T	  CD4+	  naïfs	  conventionnels	  retrouvés	  in	  vivo	  en	  périphérie	  et	  

qui	   peuvent	   être	   également	   obtenus	   in	   vitro	   en	   présence	   d’anti-‐CD3,	   d’anti-‐CD28,	   de	  

TGF-‐β	  et	  d’IL-‐2	  	  (Davidson	  et	  al.,	  2007;	  Fontenot	  et	  al.,	  2005).	  Les	  lymphocytes	  Treg	  ont	  

pour	   principale	   fonction	   de	   contrôler	   la	   réponse	   immunitaire	   en	   supprimant	   l’activité	  

des	  cellules	  T	  effectrices	  et	  des	  cellules	  de	  l’immunité	  innée.	  Les	  cellules	  Treg	  vont	  donc	  

avoir	   un	   rôle	   important	   dans	   la	   prévention	   des	   maladies	   auto-‐immunes,	   dans	   les	  

allergies,	  dans	  les	  lésions	  d’organes	  provoquées	  par	  les	  réponses	  inflammatoires	  et	  dans	  

le	   rejet	   des	   greffons	   (Schmidt	   et	   al.,	   2012).	   Les	   fonctions	   effectrices	   des	   lymphocytes	  

Treg	   sont	   diverses,	   impliquant	   la	   production	   de	   cytokines	   anti-‐inflammatoires	   (IL-‐10,	  

IL-‐35,	  TGF-‐β)	  et	  le	  contact	  cellules/cellules	  et	  agissent	  sur	  un	  grand	  nombre	  de	  cellules	  

immunes	   (Figure	   3).	   Les	   lymphocytes	   Treg	   entrainent,	   par	   contact	   direct	   avec	   la	   DC,	  

l’inhibition	   de	   leur	   maturation	   ainsi	   que	   de	   leur	   capacité	   de	   co-‐stimulation	   en	  

provoquant	  la	  diminution	  d’expression	  des	  molécules	  co-‐activatrices	  à	  leur	  surface	  par	  

un	  mécanisme	  de	  trans-‐endocytose	  (Liang	  et	  al.,	  2008;	  Qureshi	  et	  al.,	  2011).	  
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Les	  lymphocytes	  Treg	  sécrètent	  du	  TGF-‐β	  qui	  va	  supprimer	  les	  fonctions	  effectrices	  des	  

cellules	  Th1	  ainsi	  que	  la	  cytotoxicité	  et	  la	  production	  de	  cytokines	  par	  les	  lymphocytes	  T	  

CD8+	  (Li	  et	  al.,	  2007;	  von	  Boehmer,	  2005).	  	  

Enfin,	   plusieurs	   études	   ont	   prouvé	   l’activité	   cytotoxique	   des	   lymphocytes	   Treg.	  

L’activation	  des	  lymphocytes	  Treg	  par	  CD3/CD46	  mène	  à	  la	  production	  de	  granzyme	  A	  

par	   les	   nTreg	   et	   de	   granzyme	   B	   par	   les	   iTreg.	   Les	   deux	   populations	   de	   cellules	   Treg	  

produisent	  des	  perforines	  et	  peuvent	  tuer	  les	  lymphocytes	  B,	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  

CD8+	  activés,	  ainsi	  que	  les	  monocytes	  CD14+	  et	  les	  DC	  immatures	  (Grossman	  et	  al.,	  2004;	  

Zhao	  et	  al.,	  2006).	  

	  

b. Les	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

	  

Les	   lymphocytes	  T	  CD8+	  sont	  activés	  après	  reconnaissance	  par	   leur	  TCR	  d’un	  antigène	  

présenté	   par	   les	   molécules	   de	   classe	   I	   du	   CMH.	   Après	   avoir	   reçu	   les	   signaux	   de	   co-‐

stimulation,	   les	   lymphocytes	   T	   CD8+	   prolifèrent	   et	   se	   différencient	   en	   lymphocytes	   T	  

cytotoxiques	   (CTL)	  dont	   la	   fonction	  principale	   est	   la	  destruction	  des	   cellules	   infectées	  

par	  les	  pathogène	  intracellulaires,	  tels	  que	  les	  virus	  et	  certaines	  bactéries,	  ainsi	  que	  les	  

cellules	  tumorales.	  	  

Une	  activation	  complète	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  en	  cellules	  effectrices	  nécessite	  que	  la	  

DC	  servant	  de	  CPA	  à	  la	  cellule	  T	  CD8+	  soit	  conditionnée	  (Bennett	  et	  al.,	  1997).	  Diverses	  

études	  ont	  montré	  que	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  helper,	  qui	  expriment	  le	  CD40-‐L,	  activent	  

la	   signalisation	  médiée	   par	   CD40	   sur	   les	   DC	   entrainant	   le	   conditionnement	   des	   DC	   à	  

activer	  les	  cellules	  T	  CD8+	  (Bennett	  et	  al.,	  1998;	  Ridge	  et	  al.,	  1998;	  Schoenberger	  et	  al.,	  

1998).	   Les	   DC	   conditionnées	   produisent	   de	   l’IL-‐12	   et	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   helper	  

produisent	  de	  l’IL-‐2,	  ces	  deux	  cytokines	  vont	  permettre	  l’activation,	  la	  prolifération	  et	  la	  

différenciation	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  en	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques.	  L’IL-‐12	  permet	  

à	  la	  cellule	  T	  CD8+	  de	  sécréter	  de	  l’IFN-‐γ	  et	  de	  synthétiser	  toute	  la	  machinerie	  nécessaire	  

à	  l’activité	  cytotoxique,	  comme	  la	  synthèse	  de	  granzyme	  B	  et	  de	  perforines	  (Curtsinger	  

et	  al.,	  2005;	  Curtsinger	  et	  al.,	  2003).	  	  

Les	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques	  tuent	  par	  apoptose	  des	  cellules	  cibles.	  L’apoptose	  dans	  

les	   cellules	   cibles	   est	   activée	   par	   deux	   voies	   principales	  :	   soit	   par	   la	   libération	   de	  

granules	  cytotoxiques	  soit	  par	  activation	  des	  récepteurs	  de	  la	  famille	  du	  TNF,	  comme	  le	  

récepteur	  Fas	  (Russell	  and	  Ley,	  2002).	  	  
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Les	   CTL	   qui	   ont	   reconnu	   une	   cellule	   infectée	   par	   un	   virus	   vont	   libérer	   les	   granules	  

cytotoxiques	  dans	  l’espace	  intercellulaire.	  Ces	  granules	  cytotoxiques	  sont	  des	  lysosomes	  

spécialisés	  qui	  contiennent	  trois	  types	  de	  protéines	  ayant	  des	  activités	  cytotoxiques	  :	  la	  

perforine,	   le	  granzyme	  B	  et	   la	  granulysine	   (Russell	  and	  Ley,	  2002).	  Ces	  protéines	  sont	  

assemblées	  à	  un	  protéoglycane,	  la	  serglycine,	  qui	  sert	  de	  molécule	  d’échafaudage	  (Galvin	  

et	  al.,	  1999).	  La	  perforine,	  par	  un	  mécanisme	  méconnu	  encore	  à	  ce	  jour,	  permet	  l’entrée	  

du	  granzyme	  B	  dans	  la	  cellule	  cible.	  Le	  granzyme	  B	  est	  une	  sérine	  protéase	  qui	  clive	  des	  

protéines	   impliquées	  dans	   l’activation	  de	   l’apoptose,	   telles	  que	  Bid	  ou	   la	  procaspase-‐3.	  

Le	   granzyme	   B	   clive	   la	   procaspase-‐3	   en	   caspase-‐3	   active	   qui	   déclenche	   une	   cascade	  

protéolytique	  aboutissant	  à	  l’activation	  de	  protéines	  impliquées	  dans	  la	  mort	  cellulaire	  

dont	   la	   nucléase	   CAD	   (pour	   Caspase-‐Activated	   Deoxyribonuclease),	   la	   DNAse	  

responsable	  de	  la	  fragmentation	  de	  l’ADN	  (Figure	  4)	  (Darmon	  et	  al.,	  1996;	  Thomas	  et	  al.,	  

2000).	   Le	   granzyme	   B	   peut	   également	   cliver	   Bid,	   une	   autre	   protéine	   impliquée	   dans	  

l’activation	   de	   l’apoptose,	   en	   une	   forme	   tronquée	   (gtBid).	   gtBid	   associe	   Bcl2	   pour	  

l’inhiber	  et	  recrute	  le	  récepteur	  Bax	  à	  la	  membrane	  de	  la	  mitochondrie.	  Ces	  mécanismes	  

mènent	   à	   déstabiliser	   la	  membrane	   des	  mitochondries	   et	   provoquent	   la	   libération	   de	  

molécules	   pro-‐apoptotiques	   comme	   le	   cytochrome	   c	   dans	   le	   cytoplasme	   des	   cellules	  

cibles.	  La	  libération	  du	  cytochrome	  c	  conduit	  à	  son	  interaction	  avec	  les	  molécules	  Apaf1	  

et	  les	  procaspases-‐9,	  permettant	  la	  formation	  de	  l’apoptosome	  qui	  va	  activer	  la	  caspase-‐

9.	   La	   caspase-‐9	   activée	   clive	   et	   active	   la	   caspase-‐3	   générant	   ainsi	   une	   boucle	   auto-‐

régulatrice	  (Figure	  4)	  (Barry	  et	  al.,	  2000;	  Heibein	  et	  al.,	  2000).	  Enfin,	  la	  granulysine	  est	  

une	  protéine	  qui,	  dans	  la	  cellule	  cible,	  s’associe	  directement	  avec	  la	  membrane	  externe	  

de	  la	  mitochondrie,	  cause	  sa	  dépolarisation	  et	  induit	  donc	  la	  libération	  du	  cytochrome	  c	  

dans	  le	  cytoplasme	  des	  cellules.	  Au	  contraire	  de	  l’action	  de	  tBid,	  la	  granulysine	  n’induit	  

pas	  la	  formation	  de	  l’apoptosome	  mais	  semble	  activer	  directement	  la	  caspase	  3	  (Pardo	  

et	  al.,	  2001).	  

L’autre	   voie	   utilisée	   par	   les	   CTL	   pour	   induire	   l’apoptose	   des	   cellules	   cibles	   est	  

l’activation	   des	   récepteurs	   de	   la	   famille	   du	   TNF.	   Cette	   voie	   est	   utilisée	   dans	  

l’homéostasie	   des	   lymphocytes	   pour	   réguler	   la	   réponse	   immune.	   Les	   lymphocytes	   T	  

cytotoxiques	   activent	   les	   récepteurs	  de	   la	   famille	  du	  TNF	  de	  différentes	   façons	  :	   d’une	  

part	   par	   l’expression	   du	   ligand	   de	   Fas	   (Fas-‐L)	   à	   leur	   surface	   et	   d’autre	   part	   par	   la	  

synthèse	  de	  TNF-‐α.	  Par	  contact	   cellule/cellule,	   le	  Fas-‐L	  active	   le	   récepteur	  Fas	   (CD95)	  

sur	   la	   cellule	   cible	   et	   induit	   sa	   mort	   par	   apoptose	   et	   de	   manière	   similaire,	   le	   TNF-‐α	  
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sécrété	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire	  active	  la	  signalisation	  médiée	  par	  TNFR-‐1	  (Chavez-‐

Galan	  et	  al.,	  2009).	  La	  liaison	  du	  Fas-‐L	  sur	  CD95	  entraine	  la	  trimérisation	  du	  récepteur	  

induisant	   un	   changement	   conformationnel	   des	   parties	   intra-‐cytoplasmiques	   des	  

récepteurs	  et	  le	  regroupement	  des	  domaines	  de	  mort.	  Ces	  domaines	  vont	  recruter	  FADD	  

(Fas-‐Associated	  Death	  Domain)	  une	  protéine	  adaptatrice	  qui	   va	  a	   son	   tour	   recruter	   la	  

procaspase-‐8	   via	   leur	   domaine	   effecteur	   de	   mort	   (Death	   Effector	   Domain,	   DED).	   Ce	  

complexe	   multi-‐protéique	   est	   appelé	   DISC	   (Death-‐Inducing	   Signalling	   Complex)	   et	  

permet	  l’activation	  de	  la	  caspase-‐8.	  Celle-‐ci	  va	  déclencher	  l’apoptose	  soit	  en	  activant	  la	  

caspase-‐3,	  soit	  en	  activant	  la	  voie	  apoptotique	  dépendant	  de	  la	  mitochondrie	  en	  clivant	  

Bid	  (Figure	  4)	  (Krammer,	  2000).	  	  

La	   signalisation	   médiée	   par	   le	   TNFR-‐1	   est	   similaire	   à	   celle	   du	   récepteur	   Fas.	   La	  

trimérisation	   du	   récepteur	   est	   également	   induite	   suite	   à	   la	   liaison	   du	   TNF-‐α.	   Le	  

récepteur	  recrute	  ensuite	  une	  première	  protéine	  adaptatrice	  TRADD	  qui	  recrute	  FADD	  

et	  la	  procaspase-‐8	  pour	  former	  le	  complexe	  DISC.	  Le	  complexe	  DISC	  va	  alors	  déclencher	  

l’apoptose	  en	  activant	  la	  caspase-‐8	  (Bodmer	  et	  al.,	  2000).	  	  

	  

c. Les	  cellules	  NKT	  

	  

Les	  cellules	  NKT	  matures	  se	  distinguent	  des	  autres	  cellules	  du	  système	  immunitaire	  par	  

l’expression	   de	  marqueurs	   de	   surface	   spécifiques	   à	   la	   lignée	   NK,	   de	   l’expression	   d’un	  

TCR	  invariant	  et	  de	  l’acquisition	  d’un	  phénotype	  de	  type	  mémoire	  de	  l’immunité	  innée.	  

En	  conséquence,	  les	  cellules	  NKT	  sécrètent	  rapidement	  une	  quantité	  élevée	  de	  cytokines	  

de	  type	  Th1	  et	  Th2	  après	  engagement	  de	  leur	  TCR	  et	  sont	  maintenant	  reconnues	  comme	  

des	   acteurs	   majeurs	   du	   système	   immunitaire	   à	   la	   frontière	   de	   l’immunité	   innée	   et	  

adaptative.	   En	   effet,	   les	   cellules	   NKT	   peuvent	   à	   la	   fois	   activer	   et	   inhiber	   le	   système	  

immunitaire.	   L’hypothèse	   actuelle	   est	   l’existence	   de	   différentes	   sous	   populations	   de	  

cellules	   NKT	  matures	   basées	   sur	   l’expression	   des	   marqueurs	   CD4,	   CD8	   et	   NK1.1	   (ou	  

CD161	   chez	   l’Homme)	   (Bendelac	   et	   al.,	   2007;	   Godfrey	   et	   al.,	   2010).	   Les	   cellules	   NKT	  

humaines	  CD4+	  sécrètent	  à	  la	  fois	  des	  cytokines	  de	  types	  Th1,	  comme	  l’IL-‐4	  et	  l’IL-‐13,	  et	  

Th2,	  comme	  l’IFN-‐γ	  et	  le	  TNF-‐α	  alors	  que	  les	  cellules	  NKT	  CD4-‐	  sécrètent	  principalement	  

des	  cytokines	  de	   types	  Th1	  (Gumperz	  et	  al.,	  2002;	  Lee	  et	  al.,	  2002b).	  Les	  cellules	  NKT	  

CD8+,	  qui	  existent	  uniquement	  chez	  l’Homme,	  ressemblent	  aux	  cellules	  NKT	  DN	  mais	  ne	  

sécrètent	  pas	  d’IL-‐4	  (Takahashi	  et	  al.,	  2002).	  Enfin,	   les	  cellules	  NKT	  NK1.1-‐	  produisent	  
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une	   grande	   quantité	   d’IL-‐4	   et	   peu	   d’IFN-‐γ	   et,	   à	   l’inverse,	   les	   cellules	   NKT	   NK1.1+	  

produisent	  plus	  d’IFN-‐γ	  que	  d’IL-‐4	  (Figure	  2)	  (Benlagha	  et	  al.,	  2002;	  Pellicci	  et	  al.,	  2002).	  

Ainsi,	  à	  travers	  la	  production	  de	  cytokines	  et	  de	  chimiokines	  (comme	  MIP1-‐α	  et	  MIP1-‐

β),	   les	   cellules	   NKT	   influencent	   l’homéostasie	   d’un	   grand	   nombre	   de	   cellules	  

immunitaires,	  telles	  que	  les	  cellules	  NK,	  les	  macrophages,	  les	  lymphocytes	  T,	  les	  cellules	  

dendritiques	   et	   les	   neutrophiles.	   Il	   est	   maintenant	   largement	   documenté	   dans	   la	  

littérature	   que	   les	   cellules	  NKT	   interviennent	   dans	   le	   contrôle	   de	   nombreux	  procédés	  

tels	   que	   l’immunité	  microbienne,	   la	   rejection	   tumorale	   ou	   les	  maladies	   auto-‐immunes	  

(Bendelac	  et	  al.,	  2007).	  	  
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II. Mécanismes	  d’activation	  des	  lymphocytes	  T	  

	  

1. Le	  récepteur	  des	  lymphocytes	  T	  (TCR)	  

	  

a. Structure	  du	  TCR	  

	  

Les	  lymphocytes	  T	  circulants,	  pour	  la	  majorité	  d’entre	  eux,	  expriment	  à	  leur	  surface	  un	  

TCR	   composé	   de	   deux	   chaines	   αβ	   capables	   de	   reconnaître	   les	   peptides	   antigéniques	  

présentés	  par	  les	  molécules	  du	  CMH	  de	  classe	  I	  ou	  II.	  Une	  minorité	  de	  cellules	  T	  exprime	  

un	   TCR	   différent	   composé	   de	   deux	   chaines	   γδ	   (Rudolph	   et	   al.,	   2006).	   Les	   parties	  

extracellulaires	   de	   chaque	   chaine	   sont	   composées	   de	   deux	   domaines	   ressemblant	   aux	  

domaines	  variables	   (V)	   et	   constants	   (C)	  des	   immunoglobulines.	   Les	  deux	   chaines	   sont	  

reliées	   par	   un	   pont	   disulfure	   au	   niveau	   de	   deux	   résidus	   cystéine	   situés	   dans	   une	  

séquence	   proche	   de	   la	   membrane.	   Chaque	   chaine	   comporte	   un	   domaine	  

transmembranaire	   et	   se	   termine	   par	   une	   courte	   région	   C-‐terminale.	   En	   plus	   du	   pont	  

disulfure	  reliant	  les	  deux	  chaines	  αβ,	   la	  structure	  du	  TCR	  est	  stabilisée	  par	  des	  liaisons	  

hydrogène	   établies	  par	   les	   sucres	  des	  parties	   constantes	  Cα	   et	   Cβ	   (Figure	  5)	   (Bentley	  

and	  Mariuzza,	  1996;	  Garcia,	  1999).	  

	  

	  
	  

Les	  quatre	  chaines	  αβ	  ou	  γδ	  sont	   issues	  des	  réarrangements	  géniques	  qui	  ont	   lieu	   lors	  

des	   étapes	   de	   sélection	   des	   thymocytes	   dans	   le	   thymus	   et	   qui	   ont	   été	   décrites	  

précédemment.	  
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b. Organisation	  des	  loci	  tcra	  et	  tcrb	  

	  

L’arrangement	  des	  segments	  géniques	  codant	  pour	  les	  chaines	  TCRα	  et	  TCRβ	  ressemble	  

à	  celui	  des	  gènes	  d’immunoglobulines,	  avec	  séparation	  des	  segments	  de	  variabilités	  (V),	  

de	  diversité	  (D),	  de	  jonctions	  (J)	  et	  des	  gènes	  codants	  pour	  la	  partie	  constante	  (C).	  	  

Le	  locus	  tcra	  est	  situé,	  chez	  l’Homme,	  sur	  le	  chromosome	  14	  et	  est	  composé	  d’environ	  80	  

segments	  géniques	  Vα	  suivis	  par	  61	  segments	  géniques	  Jα	  et	  d’un	  segment	  C	  unique	  qui	  

code	   pour	   la	   partie	   constante	   ainsi	   que	   pour	   les	   domaines	   transmembranaire	   et	  

intracellulaire.	  Le	  locus	  tcrb,	  situé	  sur	  le	  chromosome	  7,	  est	  organisé	  différemment.	  Il	  est	  

composé	  de	  52	  segments	  variables	  Vβ	  puis	  de	  deux	  ensembles	  de	  gènes	  comportant	  un	  

segment	   génique	  D	   suivi	   de	   6	   ou	   7	   segments	   géniques	   J	   et	   du	   segment	   génique	  C.	  De	  

manière	  similaire	  au	  gène	  Cα,	  chaque	  gène	  Cβ	  a	  des	  exons	  séparés	  codant	  pour	  la	  région	  

constante	  et	  pour	  les	  domaines	  transmembranaire	  et	  intracellulaire	  (Figure	  6A).	  

	  



	   28	  

Durant	  la	  sélection	  des	  thymocytes	  dans	  le	  thymus,	   les	  cellules	  T	  réarrangent	  les	  locus	  

des	   chaines	  α	   et	  β,	   permettant	   l’expression	   d’un	   TCR	   spécifique	   pour	   un	   antigène.	   Ce	  

réarrangement	  génique	  est	  catalysé	  par	  un	  complexe	  enzymatique	  appelé	  recombinase	  

V(D)J.	  Ce	  complexe	  est	  composé	  des	  protéines	  RAG-‐1,	  RAG-‐2	  et	  de	  protéines	  impliquées	  

dans	  la	  réparation	  de	  l’ADN,	  comme	  l’hétérodimère	  Ku70:80,	  l’ADN-‐PK	  ou	  Artemis	  ainsi	  

que	   de	   l’ADN	   ligase	   IV,	   chacune	   ayant	   un	   rôle	   bien	   spécifique	   dans	   la	   recombinaison	  

V(D)J.	  Ces	  enzymes	  réorganisent	   tout	  d’abord	   les	  segments	  VDJ	  de	   la	  chaine	  β	  puis	   les	  

segments	  VJ	   de	   la	   chaine	  α.	   Les	   locus	   réarrangés	   vont	   être	   transcrits	   puis	   traduits	   en	  

chaines	  α	  et	  β	  pour	  composer	  le	  TCR	  (Figure	  6B)	  (Bassing	  et	  al.,	  2002).	  

	  

c. Structure	  des	  chaines	  α	  et	  β	  du	  TCR	  

	  

La	  structure	  tridimensionnelle	  des	  régions	  variables	  des	  chaines	  α	  et	  β	  montrent	  que	  ces	  

régions	   sont	   constituées	   de	   deux	   feuillets	  β	   reliés	   entre	   eux	   par	   un	   pont	   disulfure	   et	  

prenant	   la	   forme	   d’un	   tonneau,	   appelé	   aussi	   tonneau	   β.	   Les	   deux	   feuillets	   β	   sont	  

composés	  de	  quatre	  brins	  β	   anti-‐parallèles	  pour	   l’un	  et	  de	   cinq	  brins	  β	   anti-‐parallèles	  

pour	  l’autre.	  Ces	  brins	  β	  sont	  reliés	  entre	  eux	  par	  huit	  boucles	  pour	  former	  les	  feuillets	  β.	  

Chaque	  chaine	  expose	  trois	  boucles	  vers	  l’extérieur	  de	  la	  protéine	  qui	  possèdent	  toutes	  

une	  grande	  variabilité	  de	  séquence	  et	  ont	  été	  appelées	  régions	  hypervariables	  (Bentley	  

et	  al.,	  1995;	  Fields	  et	  al.,	  1995).	  Ces	  six	  boucles	  forment	  un	  site	  hypervariable	  unique	  au	  

sommet	  de	  chaque	  TCR	  et	   constituent	   le	   site	  de	   liaison	  à	   l’antigène	   (Al-‐Lazikani	  et	  al.,	  

2000).	  Les	  six	  boucles	  hypervariables	  déterminent	  la	  spécificité	  antigénique	  en	  formant	  

une	   structure	   complémentaire	   du	   peptide	   antigénique	   présenté	   par	   les	   molécules	   du	  

CMH,	   c’est	   pourquoi	   ces	   boucles	   ont	   été	   appelées	   CDR	   (pour	   Complementary-‐

Determining	  Regions)	  (Chothia	  et	  al.,	  1988).	  Les	  boucles	  CDR1	  et	  CDR2	  des	  chaines	  α	  et	  

β	   possèdent	  un	   taux	  de	   variabilité	  plus	   faible	  que	  pour	   les	  boucles	  CDR3.	   Les	  boucles	  

CDR1α,	  CDR2α,	  CDR1β	  et	  CDR2β	  sont	  retrouvées	  à	  la	  périphérie	  du	  site	  de	  liaison	  où	  ils	  

associent	  la	  molécule	  du	  CMH,	  d’où	  la	  plus	  faible	  variabilité	  de	  ces	  boucles.	  Les	  CDR3α	  et	  

CDR3β	   se	   situent	  au	  centre	  du	  site	  de	   liaison	  où	   ils	  vont	   interagir	  directement	  avec	   le	  

peptide	  antigénique	  présenté	  par	  la	  molécule	  du	  CMH	  (Figure	  7)	  (Jores	  et	  al.,	  1990).	  
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2. Reconnaissance	  de	  l’antigène	  par	  le	  TCR	  

	  

a. Les	  molécules	  du	  CMH	  

	  

Il	  existe	  deux	  types	  de	  molécules	  de	  CMH	  :	   les	  molécules	  de	  classe	   I	  et	  de	  classe	   II	  qui	  

possèdent	   une	   structure	   tridimensionnelle	   similaire	   mais	   qui	   diffèrent	   par	   leur	  

expression	   cellulaire.	   Les	   molécules	   de	   classe	   I	   du	   CMH	   sont	   exprimées	   de	   façon	  

ubiquitaire.	   Les	   CMH	   de	   classe	   I	   vont	   présenter	   des	   peptides	   antigéniques	   issus	   de	  

source	   endogène	   grâce	   à	   la	   voie	   de	   dégradation	   classique	   des	   protéines	   par	   le	  

protéasome	  dans	   le	  cytosol.	   Ils	  vont	  être	  reconnus	  par	   les	   lymphocytes	  T	  CD8+	  activés	  

qui	   vont	   lyser	   ces	   cellules	  présentées	   comme	  anormales.	   Les	  molécules	  de	   classe	   I	   du	  

CMH	  sont	  donc	  essentielles	  dans	  la	  reconnaissance	  et	  l’élimination	  des	  cellules	  infectées	  

par	  les	  virus,	  les	  cellules	  tumorales	  et	  lors	  de	  la	  transplantation	  d’organe	  (van	  den	  Elsen,	  

2011).	  	  

Les	   molécules	   de	   classe	   II	   du	   CMH	   ont	   un	   rôle	   central	   dans	   l’initiation	   des	   réponses	  

immunitaires	  cellulaires	  et	  humorales.	  L’expression	  constitutive	  des	  CMH	  de	  classe	  II	  est	  

restreinte	   aux	   cellules	   présentatrices	   d’antigènes	   (CPA)	   que	   sont	   les	   cellules	  

dendritiques	   (DC),	   les	   macrophages	   et	   les	   cellules	   B,	   ainsi	   que	   sur	   les	   cellules	  

épithéliales	  du	   thymus.	  Cependant,	   l’expression	  des	  CMH	  de	  classe	   II	  peut	  être	   induite	  

lorsque	  les	  cellules	  sont	  dans	  un	  environnement	  riche	  en	  IFN-‐γ.	  Les	  molécules	  de	  classe	  
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II	  du	  CMH	  apprêtent	  un	  peptide	  antigénique	  issu	  d’un	  pathogène	  extracellulaire	  qui	  a	  été	  

capté	  puis	  phagocyté	  par	  la	  CPA.	  Les	  peptides	  antigéniques	  présentés	  par	  les	  molécules	  

de	   classe	   II	   du	   CMH	   sont	   reconnus	   par	   le	   TCR	   des	   lymphocytes	   T	   CD4+	   helper	   qui	  

s’activent	   et	   aident	   les	   macrophages	   à	   éliminer	   les	   pathogènes	   enfermés	   dans	   leurs	  

vacuoles,	   ou	   activent	   les	   lymphocytes	   B	   à	   se	   différencier	   en	   plasmocytes	   sécréteurs	  

d’anticorps	  (Boss	  and	  Jensen,	  2003).	  

	  

b. Structure	  des	  molécules	  du	  CMH	  

	  

Les	  molécules	  de	  classe	  I	  sont	  composées	  d’une	  grande	  chaine	  lourde	  transmembranaire	  

α	  ayant	  trois	  domaines	  α1,	  α2	  et	  α3	  et	  d’une	  chaine	  légère	  β2-‐microglobuline	  (β2m).	  Le	  

domaine	  α3	  s’associe	  de	  façon	  non	  covalente	  avec	  la	  chaine	  β2m.	  Les	  domaines	  α2	  et	  α3	  

se	   replient	   de	   façon	   bien	   spécifique	   pour	   former	   une	   structure	   constituée	   de	   deux	  

hélices	   α	   allongées	   sur	   un	   feuillet	   de	   huit	   brins	   β	   anti-‐parallèles	   (Figure	   8).	   Cette	  

structure	   forme	   une	   cavité,	   appelée	   aussi	   sillon	   de	   liaison	   au	   peptide,	   dans	   laquelle	  

s’insère	  le	  peptide	  antigénique	  (Bjorkman	  et	  al.,	  1987).	  

Les	  molécules	  de	  classe	  II	  du	  CMH	  sont	  composées	  de	  deux	  chaines	  transmembranaires	  

α	   et	  β,	   associées	  de	   façon	  non	  covalente.	  Ces	  deux	  chaines	  sont	  constituées	  chacun	  de	  

deux	  domaines,	  α1	  et	  α2	  pour	  la	  chaine	  α	  et	  β1	  et	  β2	  pour	  la	  chaine	  β.	  Les	  domaines	  α1	  

et	  β1	  se	  replient	  de	  la	  même	  manière	  que	  les	  domaines	  α1	  et	  α2	  de	  la	  molécule	  de	  classe	  

I	  du	  CMH	  et	  forment	   le	  sillon	  de	  liaison	  au	  peptide	  antigénique	  (Figure	  8)	  (Fremont	  et	  

al.,	  1996).	  	  
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Dans	   les	   molécules	   de	   classe	   I	   et	   II	   du	   CMH,	   le	   peptide	   antigénique	   est	   pris	   en	  

«	  sandwich	  »	   entre	   les	   deux	   hélices	  α	   du	   sillon	   de	   liaison	   et	   forme	   le	   complexe	   CMH-‐

peptide	  (pCMH)	  qui	  interagit	  avec	  les	  chaines	  α	  et	  β	  du	  TCR.	  

	  

c. Rôle	  des	  co-‐récepteurs	  CD4	  et	  CD8	  

	  

Les	  molécules	   CD4	   et	   CD8	  ont	   initialement	   été	   décrites	   comme	  marqueurs	   de	   surface	  

pour	  différencier	  les	  populations	  de	  cellules	  qui	  sortent	  du	  thymus.	  Après	  activation,	  les	  

cellules	  T	  CD4+	  se	  différencient	  en	  lymphocytes	  T	  helper	  alors	  que	  les	  cellules	  T	  CD8+	  se	  

différencient	  en	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques.	  Mais	  ces	  deux	  molécules	  possèdent	  un	  rôle	  

plus	   crucial	   en	   interagissant	   directement	   avec	   les	   molécules	   du	   CMH,	   permettant	   de	  

stabiliser	   l’interaction	   entre	   les	   complexes	   TCR/pCMH	   lors	   de	   l’activation	   des	  

lymphocytes	  T.	  En	  effet,	  CD8	  associe	  strictement	  les	  molécules	  de	  classe	  I	  du	  CMH	  tandis	  

que	  CD4	  associe	  spécifiquement	  les	  molécules	  de	  classe	  II	  du	  CMH	  (Figure	  9).	  
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CD4	  est	  une	  molécule	  transmembranaire	  monocaténaire	  composée	  de	  quatre	  domaines,	  

arrangés	   en	   tandem,	   de	   types	   immunoglobulines	   et	   notés	   D1,	   D2,	   D3	   et	   D4.	   La	  

cristallographie	  d’un	  complexe	  comprenant	  les	  deux	  domaines	  N-‐terminaux	  de	  CD4	  et	  le	  

complexe	  pCMH	  a	  montré	  que	  seul	  le	  domaine	  D1	  de	  CD4	  associe	  les	  domaines	  α2	  et	  β2	  

du	  CMH	  de	  classe	  II	  (Figure	  9)	  (Wang	  et	  al.,	  2001).	  

CD8	   est	   un	  hétérodimère	   composé	  de	  deux	   chaines	   transmembranaires	  α	   et	  β	   reliées	  

entre	  elles	  par	  un	  pont	  disulfure.	  Chacune	  de	  ces	  chaines	  est	  constituée	  d’un	  domaine	  de	  

type	   immunoglobuline	   lié	   à	   la	   membrane	   par	   une	   longue	   queue	   polypeptidique	  

fortement	  O-‐glycosylée.	  L’association	  CD8/CMH	  est	  médiée	  par	  des	  liaisons	  hydrogènes	  

entre	   les	   domaines	   de	   type	   immunoglobuline	   de	   CD8	   et	   le	   domaine	  α3	   du	   CMH	   ainsi	  

qu’avec	   les	   domaines	   α2	   et	   β2m,	   mais	   de	   manière	   plus	   faible	   (Figure	   9)	   (Gao	   et	   al.,	  

2002).	  

	  

3. Le	  complexe	  de	  signalisation	  TCR-‐CD3	  

	  

Les	  domaines	  intracellulaires	  des	  chaines	  α	  et	  β	  sont	  très	  courts	  et	  ne	  possèdent	  pas	  de	  

domaines	  capables	  d’induire	  une	  signalisation.	  Les	  chaines	  du	  TCR	  sont	  donc	  associées	  

de	   façon	   non	   covalente	   avec	   les	  molécules	   CD3,	   capables	   de	   signaler,	   pour	   former	   le	  

complexe	  TCR-‐CD3.	  

Un	  complexe	  TCR-‐CD3	  est	  composé	  de	  huit	  protéines	  :	  les	  chaines	  α	  et	  β	  (ou	  γ	  et	  δ)	  qui	  

reconnaissent	   l’antigène,	   et	   trois	   dimères	   de	   molécules	   du	   CD3	   (δ,	   ε,	   γ	   ou	   ζ)	   qui	  

permettent	  la	  signalisation.	  Une	  étude	  récente,	  basée	  sur	  des	  mesures	  biochimiques	  de	  

la	  stoechiométrie	  du	  complexe	  TCR-‐CD3,	  a	  montré	  que	  les	  chaines	  α	  et	  β	  sont	  associées	  

à	  deux	  hétérodimères	  CD3δε	  et	  CD3γε	  et	  à	  un	  homodimère	  CD3ζζ	  (Call	  et	  al.,	  2004).	  

L’assemblage	   du	   complexe	   TCR-‐CD3	   se	   fait	   dans	   le	   réticulum	   endoplasmique	   et	  

commence	   par	   la	   production	   d’un	   pentamère	   composé	   des	   chaines	   α	   et	   β	   et	   des	  

molécules	   CD3	   δ,	   ε,	   γ.	   L’homodimère	   CD3ζζ	   est	   alors	   assemblé	   à	   ce	   pentamère	   et	   le	  

complexe	   TCR-‐CD3	   termine	   sa	   maturation	   dans	   le	   Golgi	   avant	   d’être	   exprimé	   à	   la	  

membrane	  plasmique	  (Alarcon	  et	  al.,	  1988;	  Geisler	  et	  al.,	  1989).	  

Les	   études	   cristallographiques	   montrent	   que	   les	   domaines	   extracellulaires	   des	  

hétérodimères	  CD3δε	  et	  CD3γε	  sont	  composés	  d’un	  domaine	  de	  type	  immunoglobuline.	  

Les	   brins	   β	   de	   chaque	   sous	   unité	   CD3	   qui	   se	   retrouvent	   à	   l’interface	   entre	   les	   deux	  
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domaines	   extracellulaires	   vont	   former	   de	   nombreuses	   liaisons	   hydrogène,	   stabilisant	  

l’hétérodimère	  (Arnett	  et	  al.,	  2004;	  Kjer-‐Nielsen	  et	  al.,	  2004).	  De	  plus,	  un	  motif	  de	  huit	  

acides	  aminés	  RxCxxCxE,	  situé	  dans	  la	  région	  proximale	  de	  la	  membrane	  de	  chaque	  sous	  

unité,	   facilite	   l’appariement	   des	   hétérodimères	   (Figure	   10A	   et	   B).	   Enfin,	   les	   domaines	  

transmembranaires	   des	   molécules	   CD3	   δ,	   ε	   et	   γ	   sont	   composés	   d’hélices	   α	   qui	   sont	  

connues	  pour	  former	  des	  liaisons	  hydrogène	  (Figure	  10C)	  (Sun	  et	  al.,	  2001).	  	  

	  

	  
	  

Le	  domaine	  extracellulaire	  de	  la	  chaine	  CD3ζ	  ne	  comporte	  que	  neuf	  acides	  aminés	  et	  ne	  

semble	   pas	   former	   de	  motif	   particulier.	   Les	   interactions	   entre	   les	   deux	  molécules	   qui	  

composent	   l’hétérodimère	   CD3ζζ	   se	   font	   principalement	   par	   des	   liaisons	   hydrogène	  

entre	   les	   hélices	  α	   des	   domaines	   transmembranaires	   ainsi	   que	   par	   un	   pont	   disulfure,	  

stabilisant	  les	  deux	  molécules	  (Figure	  10D)	  (Call	  et	  al.,	  2006;	  Rutledge	  et	  al.,	  1992).	  

La	   chaine	   α	   du	   TCR	   possède	   deux	   acides	   aminés	   basiques	   dans	   sa	   partie	  

transmembranaire	  et	  la	  chaine	  β	  en	  possède	  un.	  De	  la	  même	  façon,	  les	  molécules	  du	  CD3	  

δ,	   ε,	   γ	   et	   ζ	   possèdent	   chacune	   un	   acide	   aspartique	   ou	   glutamique	   dans	   leurs	   parties	  

transmembranaires,	   créant	  ainsi	  une	  paire	  de	   résidus	  acides	  pour	  chaque	  dimère.	  Des	  

expériences	   de	   mutagénèses	   ont	   montré	   qu’un	   résidu	   basique	   des	   chaines	   du	   TCR	  

établit	   des	   liaisons	   faibles	   avec	   une	   paire	   de	   résidus	   acides.	   Ces	   expériences	   ont	  

démontré	  que	  la	  chaine	  α,	  via	  un	  résidu	  lysine,	  associe	   l’hétérodimère	  CD3δε	  et	  via	  un	  

résidu	   arginine,	   l’homodimère	   CD3ζζ.	   De	   son	   côté,	   la	   chaine	  β	   du	   TCR	   associe	   via	   un	  
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résidu	   lysine	   l’hétérodimère	   CD3γε	   (Figure	   11)	   (Alcover	   et	   al.,	   1990;	   Blumberg	   et	   al.,	  

1990;	   Call	   et	   al.,	   2002;	   Call	   et	   al.,	   2004).	   Ces	   interactions	   permettent	   la	   formation	   du	  

complexe	  TCR-‐CD3	  et	  son	  expression	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  T.	  

	  

	  
	  

Les	   molécules	   CD3	   possèdent	   dans	   leur	   partie	   intra-‐cytoplasmique,	   une	   ou	   plusieurs	  

copies	   d’un	   motif	   ITAM	   (pour	   Immunoreceptor	   Tyrosine-‐based	   Activation	   Motif).	   Ce	  

motif,	   très	   conservé	   dans	   l’évolution,	   possède	   la	   séquence	   consensus	   Yxx(I/L)x6-‐

8Yxx(I/L).	   Suite	   à	   l’engagement	   du	   TCR,	   une	   kinase	   de	   la	   famille	   Src	   phosphoryle	   les	  

résidus	  tyrosine	  présents	  dans	  les	  motifs	  ITAM,	  pouvant	  alors	  recruter	  des	  protéines	  de	  

signalisation.	  Les	  chaines	  CD3	  δ,	  ε	  et	  γ	  possèdent	  chacune	  un	  motif	  ITAM	  dans	  leur	  partie	  

intra-‐cytoplasmique	  alors	  que	  la	  chaine	  ζ	  en	  possède	  trois	  (Irving	  et	  al.,	  1993;	  Wegener	  

et	  al.,	  1992).	  Un	  complexe	  TCR-‐CD3	  mature	  possède	  donc	  dix	  motifs	   ITAM	  permettant	  

de	  déclencher	  la	  cascade	  de	  signalisation	  suite	  à	  l’engagement	  du	  TCR.	  

	  

4. Mécanismes	  généraux	  d’activation	  du	  récepteur	  à	  l’antigène	  

	  

Bien	   que	   les	   voies	   de	   signalisation	   déclenchées	   lors	   de	   l’engagement	   du	   récepteur	   T	  

soient	   largement	  détaillées	  dans	   la	   littérature,	   très	  peu	  de	  choses	  sont	  connues	  sur	   les	  
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mécanismes	   de	   phosphorylation	   des	   ITAM.	   Les	   modèles	   actuels	   suggèrent	   à	   la	   fois	  

qu’une	  agrégation	  et	  des	  changements	  conformationnels	  du	  TCR	  sont	  nécessaires	  dans	  

l’initiation	   du	   signal.	   Un	   troisième	   mécanisme,	   basé	   sur	   la	   ségrégation	   et	   la	  

redistribution	   des	   complexes	   TCR-‐CD3,	   est	   aussi	   proposé	   dans	   la	   littérature	   comme	  

moyen	  d’initier	   le	   signal	   induit	   par	   l’engagement	  du	   récepteur	  T	   (van	  der	  Merwe	   and	  

Dushek,	  2011).	  

	  

a. Le	  modèle	  d’agrégation	  

	  

Le	   modèle	   classique	   d’hétérodimérisation	   suggère	   que	   les	   co-‐récepteurs	   CD4	   et	   CD8	  

associent	   le	  même	   complexe	   pCMH	   que	   le	   TCR.	   Cela	   permet	   à	   la	   tyrosine	   kinase	   Lck,	  

constitutivement	   associée	   à	   CD4	   ou	   CD8,	   de	   se	   trouver	   dans	   un	   environnement	   très	  

proche	   des	   chaines	   CD3	   et	   de	   les	   phosphoryler	   (Figure	   12A)	   (Trautmann	   and	  

Randriamampita,	   2003).	   La	   majorité	   des	   expériences	   montrent	   que	   ce	   modèle	   serait	  

plus	   couramment	  utilisé	  par	   les	   lymphocytes	  T	  CD8+.	   En	   effet,	   plusieurs	   observations,	  

basées	   sur	   l’utilisation	   de	   peptides	   antigéniques	   photoréactifs,	   ont	   démontré	   que	  

l’interaction	  TCR/pCMH	  est	  grandement	  augmentée	  par	  CD8	  (Luescher	  et	  al.,	  1995).	  

	  

	  
	  

Le	  modèle	  de	  pseudodimérisation	  a	  été	  proposé	  pour	  expliquer	  des	  données	  obtenues	  

avec	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+.	  Celui-‐ci	  suggère	  que	  l’association	  classique	  TCR/pCMH	  est	  
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stabilisée	  par	  une	  molécule	  CD4	  apportée	  par	  une	  association	  entre	  un	  TCR	  et	  un	  CMH	  

portant	  une	  molécule	  du	  soi,	   induisant	  une	  forte	  proximité	  entre	  les	  récepteurs	  T	  avec	  

plusieurs	   molécules	   CD4	   (Figure	   12B)	   (Krogsgaard	   et	   al.,	   2005).	   Les	   travaux	   de	  

Lindstedt	  et	  al	  renforcent	  cette	  idée	  en	  montrant	  que	  la	  dimérisation	  des	  molécules	  de	  

classe	  II	  du	  CMH	  est	  nécessaire	  à	   l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  (Lindstedt	  et	  al.,	  

2001).	  Ce	  modèle	  est	  particulièrement	  intéressant	  car	  les	  molécules	  de	  classe	  II	  du	  CMH	  

portant	  un	  peptide	  antigénique	  sont	  moins	  nombreuses	  que	  celles	  portant	  un	  peptide	  du	  

soi.	   Ainsi,	   la	   pseudodimérisation	   des	   récepteurs	   permet	   d’amplifier	   la	   réponse	   T	   en	  

augmentant	   le	   recrutement	   de	   molécules	   du	   TCR	   qui	   ne	   sont	   pas	   associées	   à	   un	  

complexe	  pCMH.	  	  

	  

b. Le	  modèle	  de	  changement	  de	  conformation	  

	  

Plusieurs	  équipes	  ont	  montré	  récemment	  que	  les	  formes	  non	  phosphorylées	  des	  chaines	  

CD3ε	  et	  CD3ζ	  se	  replient	  d’une	  manière	  bien	  spécifique	  pour	  interagir	  avec	  des	  vésicules	  

constituées	  de	  différents	   types	  de	   lipides	   synthétisés	  pour	  mimer	   la	   constitution	  de	   la	  

membrane	  plasmique	  interne	  (Aivazian	  and	  Stern,	  2000;	  Xu	  et	  al.,	  2008).	  De	  plus,	  Xu	  et	  

al	   ont	   également	   démontré	   que	   ce	   repliement	   induit	   l’association	   non	   covalente	   des	  

résidus	   clés	   des	   motifs	   ITAM	   (tyrosine	   et	   isoleucine	   ou	   valine)	   avec	   les	   lipides	   de	   la	  

membrane	  plasmique,	  empêchant	  la	  phosphorylation	  des	  motifs	  ITAM	  par	  Lck.	  Alarcon	  

et	   ses	   collègues	  ont	   également	  montré	  que	   l’activation	  du	  TCR	  par	  des	  anticorps	  anti-‐

CD3ε	  ou	  par	  des	  molécules	  pCMH	  aboutit	  à	  un	  changement	  conformationnel	  de	  la	  chaine	  

CD3ε,	  faisant	  apparaître	  un	  motif	  riche	  en	  proline	  capable	  d’associer	  le	  domaine	  SH3	  de	  

Nck	  (Gil	  et	  al.,	  2002;	  Gil	  et	  al.,	  2005;	  Risueno	  et	  al.,	  2008).	  Cependant,	  des	  études	  plus	  

récentes	  ont	  montré	  que	   le	  recrutement	  de	  Nck	  sur	   la	  chaine	  CD3ε	   régule	   l’expression	  

du	  complexe	  TCR-‐CD3	  mais	  pas	  l’initiation	  du	  signal	  TCR,	  suggérant	  plutôt	  un	  rôle	  dans	  

le	  développement	  des	  lymphocytes	  T	  (Gil	  et	  al.,	  2005;	  Mingueneau	  et	  al.,	  2008).	  

Bien	   que	   ces	   travaux	   sur	   le	   changement	   conformationnel	   des	   chaines	   CD3	   puissent	  

expliquer	  l’initiation	  de	  la	  cascade	  de	  signalisation	  provoquée	  par	  l’engagement	  du	  TCR,	  

on	  ne	  connaît	  pas	  encore	  les	  mécanismes	  mis	  en	  jeu	  lors	  de	  l’interaction	  TCR/pCMH	  qui	  

induisent	  ces	  modifications	  de	  conformation.	  L’étude	  des	  structures	  cristallographiques	  

des	  complexes	  TCR/pCMH	  révèle	  peu	  de	  changement	  dans	  la	  conformation	  du	  TCR,	  en	  

dehors	  du	   site	  de	   liaison	   au	  peptide	   antigénique	   (Rudolph	   et	   al.,	   2006).	   Cependant,	   la	  
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comparaison	  de	  la	  structure	  d’un	  TCR	  lié	  à	  son	  antigène	  ou	  non	  a	  permis	  d’observer	  une	  

légère	   modification	   conformationnelle	   dans	   la	   boucle	   AB	   du	   domaine	   constant	   de	   la	  

chaine	   α	   (Cα)	   (Kjer-‐Nielsen	   et	   al.,	   2003).	   Une	   étude	   plus	   récente	   confirme	   par	   une	  

technique	   différente	   ce	   changement	   conformationnel	   et	   démontre	   également	   que	   des	  

mutations	   dans	   la	   boucle	   AB	   empêchent	   la	   reconnaissance	   de	   l’antigène	   par	   le	   TCR	  

(Beddoe	  et	  al.,	  2009).	  Enfin	  Kuhns	  et	  al	  ont	  rapporté	  que	  des	  mutations	  dans	  la	  boucle	  

AB	   du	   domaine	   Cα	   inhibent	   la	   dimérisation	   du	   TCR,	   empêchent	   l’agrégation	   et	   la	  

polarisation	  du	  TCR	  au	  site	  de	  contact	  cellule	  T/CPA	  et	  inhibent	  l’initiation	  de	  la	  cascade	  

de	  signalisation	  en	  n’observant	  plus	  la	  libération	  du	  calcium	  intracellulaire	  (Kuhns	  et	  al.,	  

2010).	   Cette	   étude	   clarifie	   les	   mécanismes	   d’initiation	   de	   la	   cascade	   de	   signalisation	  

déclenchée	   par	   l’activation	   du	   TCR	   en	   proposant	   un	   modèle	   dans	   lequel	   le	   TCR	   se	  

dimérise	  et	  oriente	   les	  homodimères	  ζζ	   l’un	  en	  face	  de	   l’autre,	  ne	  permettant	  plus	  aux	  

domaines	  cytoplasmiques	  des	  chaines	  CD3ζ	  d’interagir	  avec	  les	  lipides	  de	  la	  membrane	  

plasmique,	   rendant	   alors	   les	   motifs	   ITAM	   accessibles	   à	   Lck	   (Figure	   13).	   De	   plus	   ces	  

études	   confirment	   le	   modèle	   de	   pseudodimérisation	   et	   l’étude	   de	   Lindstedt	   et	   al	  

montrant	   que	   la	   dimérisation	   des	  molécules	   du	   CMH	   est	   nécessaire	   à	   l’activation	   des	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  (Lindstedt	  et	  al.,	  2001).	  

	  

	  
	  

Enfin,	  un	  dernier	  modèle	   très	   récent	  proposé	  par	  Minguet	  et	  al	   appuie	   la	   théorie	  d’un	  

changement	  de	  conformation	  du	  complexe	  TCR-‐CD3	  pour	  l’initiation	  du	  signal	  TCR.	  Leur	  

modèle	   de	   «	  géométrie	   permissive	  »	   suppose	   l’interaction	   entre	   des	   dimères	   de	  

molécules	   pCMH	   et	   deux	   complexes	   TCR-‐CD3.	   Cette	   interaction	   résulte	   en	   la	   rotation	  

selon	   un	   axe	   perpendiculaire	   des	   chaines	   TCRαβ,	   déplaçant	   les	   domaines	  
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extracellulaires	  des	  molécules	  CD3.	  Les	   interactions	  des	  domaines	   transmembranaires	  

entre	   les	  molécules	   CD3	   et	   les	   chaines	   TCRαβ	   servent	   de	   point	   de	   rotation	   pour	   des	  

mouvements	   de	   type	   «	  ciseaux	  »	   des	   domaines	   intracellulaires	   des	   molécules	   CD3,	  

permettant	   d’exposer	   les	   motifs	   ITAM	   vers	   l’extérieur	   du	   complexe,	   les	   rendant	  

accessibles	  à	  la	  phosphorylation	  par	  Lck	  (Minguet	  and	  Schamel,	  2008).	  

	  

c. Le	  modèle	  de	  ségrégation	  ou	  de	  redistribution	  

	  

Ce	  troisième	  type	  de	  mécanisme	  proposé	  pour	  l’activation	  du	  récepteur	  T	  est	  basé	  sur	  la	  

distribution	   des	  molécules	   impliquées	   dans	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	   (complexe	  

TCR-‐CD3,	   tyrosine	   kinases	   ou	   tyrosines	   phosphatases)	   le	   long	   de	   la	   membrane	  

plasmique.	  Deux	  modèles	  de	  ségrégation	  ou	  de	  redistribution	  sont	  proposés	  :	  le	  modèle	  

dynamique	  et	  le	  modèle	  des	  radeaux	  lipidiques.	  

	  

	  
	  

Le	   modèle	   dynamique	   est	   basé	   sur	   la	   redistribution	   des	   protéines	   membranaires	   en	  

fonction	  de	  la	  taille	  de	  leur	  domaine	  extracellulaire.	  La	  reconnaissance	  de	  l’antigène	  par	  

une	  cellule	  T	  sur	  une	  CPA	  engendre	  de	  nombreux	  sites	  de	  contacts	  à	  l’interface	  des	  deux	  

cellules.	  Ces	  zones	  de	  contacts	  permettent	  l’association	  des	  complexes	  TCR-‐CD3	  avec	  les	  

molécules	  du	  CMH	  mais	  excluent	  également	   les	  protéines	  membranaires	  possédant	  un	  

grand	   domaine	   extracellulaire	   comme	   les	   tyrosines	   phosphatases	   CD45	   et	   CD148.	   A	  
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l’inverse,	   les	   tyrosines	   kinases	   et	   les	   récepteurs	   co-‐activateurs	   ont	   toujours	   accès	   aux	  

complexes	  TCR-‐CD3,	  favorisant	   la	  phosphorylation	  des	  motifs	  ITAM	  et	   l’initiation	  de	  la	  

signalisation	   (Figure	   14A)	   (Davis	   and	   van	   der	   Merwe,	   2006).	   Plusieurs	   études	  

confirment	   ce	  modèle.	  Tout	  d’abord,	   il	   a	   été	  démontré	  que	   les	   tyrosines	  phosphatases	  

CD45	  et	  CD148	  sont	  exclues	  de	  la	  synapse	  immunologique	  et	  que	  des	  formes	  tronquées	  

de	  ces	  phosphatases	  dans	  leur	  partie	  extracellulaire	  inhibent	  l’activation	  du	  TCR	  (Irles	  et	  

al.,	   2003;	   Lin	   and	   Weiss,	   2003;	   Varma	   et	   al.,	   2006).	   De	   plus,	   deux	   études	   récentes	  

montrent	   qu’une	   élongation	   de	   la	   taille	   du	   complexe	   pCMH	   augmente	   la	   distance	  

intercellulaire	  au	  niveau	  du	  site	  de	  contact	  entre	  la	  cellule	  T	  et	  la	  CPA.	  Les	  investigateurs	  

de	  ces	  études	  on	  observé	  que	  CD45	  n’est	  alors	  plus	  exclue	  de	  la	  région	  d’agrégation	  des	  

complexes	   TCR-‐CD3,	   résultant	   en	   une	   diminution	   de	   la	   phosphorylation	   et	   du	  

recrutement	   de	   ZAP70	   au	   site	   de	   contact	   et	   une	   inhibition	   de	   l’activation	   du	   TCR	  

(Choudhuri	   et	   al.,	   2009;	   Choudhuri	   et	   al.,	   2005).	   Enfin	   les	   dernières	   observations	  

attestant	   le	  modèle	   de	   ségrégation	  montrent	   que	   les	   ligands	   du	   TCR	   déclenchent	   une	  

plus	  forte	  réponse	  lorsque	  ces	  ligands	  sont	  associés	  à	  une	  surface	  et	  non	  lorsqu’ils	  sont	  

sous	   forme	   soluble,	   suggérant	   que	   le	   contact	   entre	   la	   cellule	   T	   et	   la	   CPA	   favorise	  

l’activation	  du	  TCR	  (Geppert	  and	  Lipsky,	  1987;	  Ma	  et	  al.,	  2008).	  

	  

Le	  modèle	  des	  radeaux	   lipidiques	  propose	  que	   la	  reconnaissance	  du	   ligand	  par	   le	  TCR	  

conduit	   à	   un	   recrutement	   des	   complexes	   TCR-‐CD3	   au	   niveau	   des	   radeaux	   lipidiques.	  

Comme	   ceux-‐ci	   sont	   enrichis	   en	   tyrosines	   kinases	   (comme	   Lck)	   et	   déficients	   en	  

tyrosines	   phosphatases	   (comme	   CD45),	   le	   transit	   des	   complexes	   TCR-‐CD3	   vers	   les	  

radeaux	  lipidiques	  permettrait	  de	  favoriser	  la	  phosphorylation	  des	  motifs	  ITAM	  (Figure	  

14B).	  Cependant,	  le	  modèle	  des	  radeaux	  lipidiques	  reste	  encore	  controversé,	  d’une	  part	  

à	  cause	  des	  techniques	  utilisées	  	  pour	  la	  détection	  des	  radeaux	  lipidiques	  (Munro,	  2003)	  

ou	   parce	   que	   certains	   groupes	   n’ont	   pas	   démontré	   l’importance	   de	   la	   formation	   des	  

radeaux	  lipidiques	  dans	  l’initiation	  du	  signal	  TCR	  (Glebov	  and	  Nichols,	  2004;	  Hashimoto-‐

Tane	  et	  al.,	  2010;	  Zhu	  et	  al.,	  2005).	  

	  

5. La	  synapse	  immunologique	  
	  
L’activation	   de	   la	   cellule	   T	   résulte	   en	   la	   polarisation	   du	   centre	   d’organisation	   des	  

microtubules	  (MTOC)	  au	  niveau	  du	  site	  de	  contact	  entre	  la	  cellule	  T	  et	  la	  CPA	  (Kupfer	  et	  

al.,	   1987).	   Bien	   que	   la	   polarisation	   du	   MTOC	   a	   longtemps	   été	   observée	   comme	   une	  
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caractéristique	   d’un	   contact	   adéquate	   entre	   la	   cellule	   T	   et	   la	   CPA,	   les	  mécanismes	   de	  

signalisation	  responsables	  de	  ces	  mouvements	  restent	  peu	  définis.	  Les	  données	  récentes	  

suggèrent	  que	   la	  protéine	  adaptatrice	  ADAP	  (un	  composant	  des	  complexes	  médiés	  par	  

Slp-‐76	   décrits	   plus	   tard	   dans	   ce	   manuscrit)	   régulerait	   ce	   mécanisme	   à	   travers	   son	  

interaction	  avec	  la	  dynéine,	  une	  protéine	  motrice	  des	  microtubules	  (Combs	  et	  al.,	  2006).	  

Les	  mouvements	  du	  MTOC	  ont	  été	  montrés	  comme	  étant	  essentiels	  pour	  la	  formation	  de	  

la	  synapse	  immunologique	  (SI).	  

La	   SI	   est	   une	   structure	   organisée	   très	   dynamique	  qui	   se	   développe	   au	   site	   de	   contact	  

entre	  la	  cellule	  T	  et	  la	  CPA.	  Elle	  est	  composée	  de	  deux	  régions	  concentriques	  basées	  sur	  

leurs	   compositions	   protéiques	  :	   une	   zone	   centrale,	   appelée	   complexe	   d’activation	  

supramoléculaire	   central	   (cSMAC)	   et	   une	   zone	   externe,	   appelée	   complexe	   d’activation	  

supramoléculaire	  périphérique	  (pSMAC).	  Le	  cSMAC	  est	  une	  région	  riche	  en	  récepteurs,	  

comme	   le	   complexe	   TCR-‐CD3,	   les	   co-‐activateurs	   CD2,	   CD4,	   CD8	   et	   CD28	   alors	   que	   le	  

pSMAC	   se	   caractérise	   surtout	   par	   la	   présence	   de	   protéines	   d’adhérence,	   comme	  

l’intégrine	   LFA-‐1	   ou	   la	  molécule	   d’adhésion	   ICAM-‐1	   (Figure	   15)	   (Dustin	   et	   al.,	   2010).	  

Bien	  que	  la	  SI	  ait	  été	  décrite	  depuis	  environ	  dix	  ans,	  son	  rôle	  exact	  dans	  l’activation	  des	  

lymphocytes	   T	   reste	   peu	   clair.	   Initialement,	   la	   concentration	   des	   récepteurs	   dans	   le	  

cSMAC	  a	  mené	  à	  supposer	  que	  le	  cSMAC	  est	  le	  site	  d’engagement	  du	  TCR	  et	  d’initiation	  

du	  signal.	  Cependant,	  Lee	  et	  al,	  ont	  montré	  dans	  deux	  études	  que	  le	  pic	  de	  signalisation	  

induit	  par	  l’engagement	  du	  TCR	  se	  produit	  avant	  la	  formation	  du	  cSMAC.	  Les	  auteurs	  de	  

ces	  études	  ont	  alors	  suggéré	  que	  le	  cSMAC	  est	  principalement	  le	  lieu	  de	  dégradation	  du	  

complexe	   TCR-‐CD3	   (Lee	   et	   al.,	   2003;	   Lee	   et	   al.,	   2002a;	   Varma	   et	   al.,	   2006).	   Plus	  

récemment,	  il	  a	  été	  proposé	  que	  le	  cSMAC	  est	  le	  site	  à	  la	  fois	  de	  l’initiation	  du	  signal	  TCR	  

et	   de	   sa	   dégradation	   et	   que	   la	   balance	   entre	   les	   deux	  mécanismes	   est	   régulée	   par	   la	  

qualité	   de	   l’antigène.	   En	   effet,	   Cemerski	   et	   ses	   collègues	   ont	   montré	   que	   le	   cSMAC	  

augmente	  le	  potentiel	  de	  stimulation	  des	  agonistes	  faibles	  alors	  que	  la	  signalisation	  est	  

diminuée	  par	  des	  agonistes	  forts	  (Cemerski	  et	  al.,	  2008).	  

Bien	  que	  le	  rôle	  du	  cSMAC	  reste	  controversé,	  il	  est	  maintenant	  bien	  accepté	  que	  le	  signal	  

TCR	  s’initie	  aux	  niveaux	  de	  mircoclusters	  situés	  en	  périphérie	  avant	   la	   formation	  de	   la	  

SI.	   En	   effet,	   il	   a	   été	   montré	   que	   l’association	   TCR/pCMH	   résulte	   en	   la	   formation	   de	  

microclusters	   composés	   de	   complexes	   TCR-‐CD3	   associés	   à	   des	   molécules	   de	  

signalisation	  capables	  de	  transduire	  un	  signal	  qui	  convergent	  ensuite	  vers	  le	  cSMAC.	  La	  

formation	   et	   le	   transport	   de	   ces	   microclusters	   sont	   dépendants	   de	   la	   dynamique	   du	  
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cytosquelette	   d’actine,	   permettant	   à	   de	   nouveaux	   clusters	   de	   migrer	   vers	   le	   cSMAC	  

même	  après	  la	  formation	  de	  la	  SI	  (Bunnell,	  2002;	  Campi	  et	  al.,	  2005;	  Varma	  et	  al.,	  2006;	  

Yokosuka	  et	  al.,	  2005).	  	  

	  

	  
	  

A	  l’opposé	  du	  MTOC	  et	  de	  la	  SI,	  une	  autre	  structure	  organisée	  est	  formée	  et	  a	  été	  appelée	  

complexe	  du	  pôle	  distal	  (DPC).	  Le	  rôle	  de	  la	  formation	  de	  ce	  DPC	  n’est	  pas	  encore	  très	  

clair.	   Certains	   supposent	   que	   le	   DPC	   permet	   de	   séquestrer	   par	   les	   protéines	   ERM	   les	  

régulateurs	  négatifs	   loin	  des	   complexes	  TCR-‐CD3	  activés,	  permettant	   l’activation	  de	   la	  

signalisation	   TCR.	   En	   effet	   il	   a	   été	   montré	   que	   la	   formation	   de	   ces	   complexes	   est	  

dépendant	  du	  cytosquelette	  d’actine	  et	  de	  la	  phosphorylation	  des	  ERM	  qui	  migrent	  à	  la	  

DPC	  (Allenspach	  et	  al.,	  2001).	  Récemment,	  il	  a	  été	  rapporté	  que	  la	  tyrosine	  kinase	  ZAP-‐

70	  est	  recrutée	  par	  les	  ERM	  à	  la	  SI	  ainsi	  qu’à	  la	  DPC,	  suggérant	  que	  des	  mécanismes	  de	  

phosphorylation	   peuvent	   réguler	   un	   signal	   au	   niveau	   de	   la	   DPC	   (Ilani	   et	   al.,	   2007;	  

Randriamampita	  et	  al.,	  2008).	  

	  

Les	   mécanismes	   d’initiation	   du	   signal	   après	   reconnaissance	   de	   l’antigène	   par	   le	   TCR	  

restent	   encore	   très	   controversés	   à	   l’heure	   actuelle.	   Cependant	   tous	   les	   modèles	  

proposés	   convergent	   vers	   une	   colocalisation	   du	   complexe	   TCR-‐CD3	   avec	   la	   tyrosine	  

kinase	   Lck	   dont	   le	   but	   est	   la	   phosphorylation	   des	   motifs	   ITAM	   des	   domaines	  

intracellulaires	   des	   molécules	   CD3,	   ce	   qui	   aura	   pour	   conséquence	   d’enclencher	   la	  

cascade	  de	  signalisation.	  
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6. Signalisation	  précoce	  induite	  par	  l’engagement	  du	  TCR	  

	  

a. Mécanismes	  d’activation	  de	  la	  tyrosine	  kinase	  Lck	  

	  

Lck	  est	  une	  tyrosine	  kinase	  cytosolique	  de	  la	  famille	  des	  Src	  kinases.	  Elle	  est	  constituée	  

d’une	  courte	  région	  N-‐terminale	  modifiée	  post-‐traductionnellement	  par	  myristoylation	  

de	  la	  glycine	  2	  et	  par	  acylation	  des	  résidus	  cystéine	  3	  et	  5	  qui	  lui	  permettent	  son	  ancrage	  

dans	   la	  membrane	   plasmique	   (Kabouridis	   et	   al.,	   1997;	   Shenoy-‐Scaria	   et	   al.,	   1993).	   La	  

région	   N-‐terminale	   est	   suivie	   par	   un	   domaine	   SH3	   et	   un	   domaine	   SH2,	   du	   domaine	  

catalytique	  et	  de	  la	  queue	  C-‐terminale	  (Boggon	  and	  Eck,	  2004).	  L’activité	  kinase	  de	  Lck	  

est	  régulée	  par	  la	  phosphorylation	  réversible	  de	  deux	  résidus	  tyrosine	  :	  la	  tyrosine	  394,	  

située	  dans	   le	  domaine	  catalytique,	  active	   la	  kinase	  alors	  que	   la	  tyrosine	  505,	   localisée	  

dans	  la	  queue	  C-‐terminale,	  inhibe	  Lck.	  La	  conformation	  inactive	  de	  Lck	  est	  stabilisée	  par	  

deux	  repliements	  intramoléculaires.	  Tout	  d’abord,	  la	  phosphorylation	  de	  la	  tyrosine	  505	  

par	  Csk	  entraine	  son	  interaction	  avec	  le	  domaine	  SH2	  (Bergman	  et	  al.,	  1992;	  Sicheri	  and	  

Kuriyan,	  1997).	  Cette	  interaction	  est	  ensuite	  stabilisée	  par	  l’association	  du	  domaine	  SH3	  

avec	   la	   région	   reliant	   le	   domaine	   SH2	   et	   le	   domaine	   catalytique	   (Xu	   et	   al.,	   1997).	   Ces	  

repliements	   provoquent	   le	   déplacement	   de	   résidus	   clés	   dans	   le	   domaine	   catalytique,	  

bloquant	  l’accès	  au	  substrat	  et	  rendant	  la	  kinase	  inactive	  (Xu	  et	  al.,	  1999).	  L’inactivation	  

de	  Lck	  peut	  être	  levée	  soit	  par	  engagement	  des	  domaines	  SH2	  et	  SH3	  sur	  ses	  cibles	  soit	  

par	  déphosphorylation	  de	  la	  tyrosine	  505	  par	  CD45	  après	  activation	  du	  TCR	  (Marti	  et	  al.,	  

2006).	  La	  kinase	  se	  retrouve	  dans	  une	  conformation	  ouverte	  qui	  lui	  permet	  de	  s’activer	  

par	  autophosphorylation	  sur	  la	  tyrosine	  394	  (Figure	  16)	  (Abraham	  and	  Veillette,	  1990).	  
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b. Lck	  est	  constitutivement	  associée	  à	  CD4	  ou	  CD8	  

	  

En	   plus	   de	   son	   ancrage	   à	   la	   membrane	   plasmique,	   le	   domaine	   N-‐terminal	   de	   Lck	   lui	  

permet	  d’interagir	  de	  façon	  non	  covalente	  avec	  les	  corécepteurs	  CD4	  et	  CD8	  (Veillette	  et	  

al.,	  1988).	  Plusieurs	  études	  ont	  approfondi	  la	  nature	  de	  l’interaction	  entre	  Lck	  et	  CD4	  ou	  

CD8	  et	  ont	  montré	  que	  ces	  interactions,	  médiées	  par	  un	  atome	  de	  zinc,	  se	  font	  par	  des	  

liaisons	   faibles	   entre	   deux	   résidus	   cystéine	   de	   la	   partie	   N-‐terminale	   de	   Lck	   et	   deux	  

résidus	  cystéine	  du	  domaine	  cytoplasmique	  de	  CD4	  ou	  de	  CD8	  (Kim	  et	  al.,	  2003;	  Turner	  

et	  al.,	  1990).	  	  

Suite	  à	  l’engagement	  du	  TCR,	  les	  corécepteurs	  CD4	  ou	  CD8	  sont	  relocalisés	  vers	  le	  TCR	  

pour	  stabiliser	  le	  complexe	  TCR/pCMH.	  Ainsi,	  la	  tyrosine	  kinase	  Lck	  activée	  et	  associée	  

au	  corécepteur	  sera	  en	  contact	  avec	   les	  molécules	  CD3,	  permettant	   la	  phosphorylation	  

des	   résidus	   tyrosine	   des	  motifs	   ITAM	   (Barber	   et	   al.,	   1989;	   van	  Oers	   et	   al.,	   1996a).	   La	  

principale	  protéine	  recrutée	  sur	   les	  motifs	   ITAM	  des	  chaines	  CD3	   lorsque	  ceux-‐ci	   sont	  

phosphorylés	  est	  la	  tyrosine	  kinase	  ZAP-‐70	  (pour	  Zeta-‐chain-‐Associated	  Protein	  kinase	  

70).	  La	  fixation	  de	  ZAP-‐70	  sur	  les	  motifs	  ITAM	  doublement	  phosphorylés	  est	  médiée	  par	  

l’interaction	  des	  deux	  domaines	  SH2	  de	  ZAP-‐70	  sur	  les	  deux	  tyrosines	  phosphorylées	  de	  

l’ITAM	  (Chan	  et	  al.,	  1992).	  Ce	  recrutement	  permet	  un	  changement	  conformationnel	  de	  

ZAP-‐70,	   libérant	   l’accès	   à	   la	   phosphorylation	   des	   tyrosines	   activatrices	   Y315	   et	   Y319	  

(Figure	  17).	  	  
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Ces	   résidus	   tyrosine	   sont	   phosphorylés	   par	   Lck	   ou	   par	   ZAP-‐70	   elle-‐même,	   rendant	   la	  

kinase	  active	  en	  empêchant	  le	  repliement	  auto-‐inhibiteur	  (Au-‐Yeung	  et	  al.,	  2009).	  ZAP-‐

70	  termine	  son	  activation	  par	  la	  phosphorylation,	  par	  Lck	  ou	  par	  auto-‐phosphorylation,	  

de	  la	  tyrosine	  Y493	  localisée	  dans	  son	  site	  catalytique	  (Figure	  17)	  (Chan	  et	  al.,	  1995).	  Le	  

recrutement	   et	   l’activation	   de	   ZAP-‐70	   génèrent	   la	   formation	   d’un	   premier	   complexe	  

multiprotéique	   à	   la	   membrane	   responsable	   du	   déclenchement	   de	   la	   cascade	   de	  

signalisation	  initiée	  par	  l’engagement	  du	  TCR.	  	  

	  

De	  plus,	  d’autres	  études	  ont	  rapporté	  l’association	  de	  Shc,	  de	  la	  PI3Kinase,	  de	  Grb2,	  de	  

Fyn	  et	  de	  Ras-‐GAP	  avec	  les	  différents	  motifs	  ITAM	  du	  complexe	  TCR-‐CD3.	  Ces	  études	  ont	  

également	  montré	   que	   ces	   protéines	   possèdent	   une	   affinité	   différente	   selon	   l’ITAM	   et	  

que	  certaines,	  comme	  Shc	  ou	  Grb2,	  associent	  sélectivement	  certains	  motifs	  ITAM	  (Isakov	  

et	  al.,	  1995;	  Osman	  et	  al.,	  1996;	  Zenner	  et	  al.,	  1996).	  Cependant,	   le	  rôle	   fonctionnel	  de	  

l’association	  de	  ces	  différentes	  protéines	  avec	  les	  motifs	  ITAM	  du	  complexe	  TCR-‐CD3	  n’a	  

pas	  été	  étudié.	  

	  

c. La	  protéine	  adaptatrice	  LAT	  orchestre	  la	  cascade	  de	  signalisation	  

	  

Une	  cible	  importante	  de	  la	  tyrosine	  kinase	  ZAP-‐70	  est	  la	  protéine	  adaptatrice	  LAT	  (pour	  

Linker	  of	  Activated	  T	  cells)	  (Zhang	  et	  al.,	  1998a).	  Il	  a	  été	  démontré	  le	  rôle	  central	  de	  LAT	  

dans	   la	   signalisation	   induite	  par	   l’activation	  du	  TCR	  à	   l’aide	  d’une	   lignée	  de	   cellules	  T	  

déficientes	   en	   LAT,	   les	   J.Cam2	   dérivées	   de	   la	   lignée	   cellulaire	   Jurkat.	   Les	   expériences	  

effectuées	  avec	  ces	  cellules	  J.Cam2	  ont	  montré	  plusieurs	  défauts	  dans	  les	  évènements	  de	  

signalisation	  précoces,	  décrits	  plus	   tard	  dans	  ce	  manuscrit,	   induits	  après	   l’engagement	  

du	  récepteur	  T	  (Balagopalan	  et	  al.,	  2010;	  Finco	  et	  al.,	  1998;	  Zhang	  et	  al.,	  1999b).	  

LAT	   est	   une	   protéine	   transmembranaire	   composée	   d’une	   très	   courte	   région	  

extracellulaire	   de	   quatre	   acides	   aminés,	   d’un	   domaine	   transmembranaire	   et	   d’une	  

longue	  région	   intracytoplasmique	  contenant	  neuf	  résidus	   tyrosine	   très	  conservés	  dans	  

l’évolution.	   La	   région	   juxtamembranaire	   de	   LAT	   contient	   deux	   résidus	   cystéine	   (les	  

cystéines	   C26	   et	   C29	   chez	   l’Homme)	   critiques	   pour	   la	   palmitoylation	   de	   LAT,	   sa	  

localisation	  membranaire	  et	   sa	   fonction.	  La	  mutation	  de	   ces	   résidus	   cystéine	   inhibe	   la	  

localisation	   de	   LAT	   dans	   les	   radeaux	   lipidiques	   et	   diminue	   sa	   phosphorylation	   en	  

réponse	  à	  une	  activation	  du	  TCR	  (Zhang	  et	  al.,	  1998b).	  Bien	  que	  le	  rôle	  physiologique	  de	  
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LAT	  dans	  les	  radeaux	  lipidiques	  soit	  toujours	  controversé,	  il	  est	  clairement	  établi	  que	  la	  

palmitoylation	  de	  LAT	  est	  essentielle	  à	  sa	  fonction	  (Zhang	  et	  al.,	  1999b;	  Zhu	  et	  al.,	  2005).	  	  

	  

	  
	  

LAT	  est	  rapidement	  phosphorylée	  après	  activation	  du	  TCR	  principalement	  par	  ZAP-‐70,	  

mais	  des	  études	  ont	  montré	  que	  Lck	  et	  Itk	  peuvent	  également	  phosphoryler	  LAT	  (Figure	  

18)	   (Jiang	   and	   Cheng,	   2007;	   Paz	   et	   al.,	   2001;	   Perez-‐Villar	   et	   al.,	   2002;	   Zhang	   et	   al.,	  

1998a).	  La	  phosphorylation	  des	  tyrosines	  de	  LAT	  entraine	  le	  recrutement	  de	  protéines	  

de	   signalisation,	   décrites	   ci-‐après	   et	   confère	   à	   LAT	   les	   propriétés	   d’une	   protéine	  

d’échafaudage.	  Ces	  protéines	  recrutent	  à	  leur	  tour	  de	  nouveaux	  partenaires	  pour	  former	  

un	   deuxième	   complexe	   multiprotéique	   organisé	   autour	   de	   LAT	   à	   la	   membrane	  

plasmique	  qui	  initie	  l’activation	  des	  voies	  de	  signalisation	  aboutissant	  à	  l’activation	  des	  

lymphocytes	  T	  (Figure	  18)	  (Smith-‐Garvin	  et	  al.,	  2009).	  	  

	  

i. Activation	  de	  la	  phospholipase	  C	  gamma	  (PLC-‐γ)	  

	  

La	  phospholipase	  PLC-‐γ	  a	  été	   le	  premier	  partenaire	  caractérisé	  de	  LAT	  (Gilliland	  et	  al.,	  

1992).	   La	   PLC-‐γ	   est	   un	   important	   médiateur	   du	   signal	   TCR	   en	   hydrolysant	   le	  
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phosphatidylinositol	   4,5-‐biphosphate	   (PIP2)	   pour	   produire	   les	   seconds	  

messagers	  suivants	  :	  l’inositol	  1,4,5-‐triphosphate	  (IP3)	  et	  le	  diacylglycérol	  (DAG)	  (Lee	  et	  

al.,	  1997).	  La	  PLC-‐γ	  associe,	  via	  son	  domaine	  SH2	  N-‐terminal	  et	  avec	  une	  grande	  affinité,	  

la	   tyrosine	   Y132	   phosphorylée	   de	   LAT	   (Houtman	   et	   al.,	   2004;	   Zhang	   et	   al.,	   2000).	  

Cependant,	  des	  expériences	  complémentaires	  ont	  prouvé	  qu’une	  activation	  complète	  de	  

la	   PLC-‐γ	   est	   dépendante	   de	   son	   interaction	   avec	   d’autres	   protéines	   associées	   à	   LAT	  

comme	  SLP-‐76	  et	  Vav1	   (Figure	  18).	  La	   formation	  de	  ce	  complexe	  sur	  LAT	  est	   critique	  

pour	   l’activation	   de	   la	   PLC-‐γ	   médiée	   par	   Itk	   (Reynolds	   et	   al.,	   2002;	   Yablonski	   et	   al.,	  

2001).	   La	  kinase	   Itk	   est	   recrutée	  à	   la	  membrane	  plasmique	  après	  activation	  du	  TCR	  à	  

travers	  l’interaction	  de	  son	  domaine	  PH	  avec	  le	  phosphatidylinositol	  3,4,5-‐triphosphate	  

(PIP3)	  généré	  par	  l’activation	  de	  la	  PI3K.	  A	  la	  membrane,	  Itk	  est	  phosphorylée	  et	  activée	  

par	   Lck.	   Les	   domaines	   SH2	   et	   SH3	  d’Itk	   interagissent	   respectivement	   avec	   la	   tyrosine	  

phosphorylée	  Y145	  et	   la	   région	   riche	  en	  proline	  de	  Slp-‐76,	  permettant	   le	   recrutement	  

d’Itk	  à	  proximité	  de	  la	  PLC-‐γ	  (Figure	  18)	  (Beach	  et	  al.,	  2007;	  Bunnell	  et	  al.,	  2000).	  

	  

ii. Association	  des	  membres	  de	  la	  famille	  Grb2	  sur	  LAT	  

	  

Grb2	   (pour	   Growth	   factor	   Receptor-‐Bound	   protein	   2)	   et	   Gads	   (Grb2-‐related	   Adaptor	  

Downstream	  of	  Shc)	  sont	  deux	  protéines	  adaptatrices	  de	  la	  famille	  Grb2.	  Elles	  partagent	  

une	   organisation	   commune	   composée	   d’un	   domaine	   SH2	   flanqué	   par	   deux	   domaines	  

SH3.	   Gads	   possède	   en	   plus	   un	   domaine	   riche	   en	   glutamine	   et	   un	   domaine	   riche	   en	  

proline	   entre	   le	   domaine	   SH2	   et	   le	   domaine	   SH3	   C-‐terminal	   (Koretzky	   and	   Myung,	  

2001).	   Les	   domaines	   SH2	   de	   Grb2	   et	   de	   Gads	   leur	   permettent	   de	   s’associer	   à	   trois	  

tyrosines	   phosphorylées	   différentes	   sur	   LAT	  :	   les	   tyrosines	   Y171,	   Y191	   et	   Y226,	  

permettant	  aux	  deux	  protéines	  de	  s’associer	  simultanément	  sur	  LAT	  (Zhang	  et	  al.,	  2000).	  	  

Après	   activation	   du	   TCR,	   Grb2,	   via	   ses	   domaines	   SH3,	   recrute	   Sos1	   (pour	   Son	   of	  

sevenless	  homolog	  1),	  un	  facteur	  d’échange	  de	  Ras,	  sur	  LAT.	  Cela	  permet	  de	  séquestrer	  

Sos1	   proche	   de	   la	   membrane	   où	   il	   pourra	   activer	   Ras	   et	   ainsi	   déclencher	   la	   cascade	  

MAPKinase	  (Figure	  18)	  (Buday	  et	  al.,	  1994).	  

La	  fonction	  principale	  de	  Gads	  est	  le	  recrutement	  de	  Slp-‐76	  (pour	  Src	  Homology	  2	  (SH2)	  

domain-‐containing	   Leucocyte	   Protein	   of	   76	   kDa)	   sur	   LAT.	   Un	   domaine	   SH3	   de	   Gads	  

associe	   le	   domaine	   riche	   en	   proline	   de	   Slp-‐76	   pendant	   que	   le	   domaine	   SH2	   de	   Gads	  

interagit	  avec	  une	  tyrosine	  phosphorylée	  de	  LAT.	  (Liu	  et	  al.,	  1999).	  	  
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iii. Slp-‐76	  est	  la	  molécule	  centrale	  d’activation	  de	  la	  signalisation	  

	  

Slp-‐76	  est	  une	  protéine	  adaptatrice	  composée	  de	  trois	  tyrosines	  phosphorylables,	  d’un	  

domaine	  riche	  en	  proline	  et	  d’un	  domaine	  SH2	  (Koretzky	  et	  al.,	  2006).	  Ses	  trois	  tyrosines	  

phosphorylées	   lui	  permettent	  de	   recruter	  des	  protéines,	   telles	  que	   la	  PI3K,	  Vav,	   Itk	   et	  

Nck,	   dans	   le	   but	   d’initier	   différentes	   cascades	   de	   signalisation	   (Figure	   18).	   La	   région	  

centrale	   riche	   en	   proline	   associe	   Gads	   avec	   une	   grande	   affinité	   alors	   qu’elle	   peut	  

associer	   également	   la	   PLC-‐γ	   mais	   avec	   une	   plus	   faible	   affinité	   (Houtman	   et	   al.,	   2004;	  

Yablonski	  et	  al.,	  2001;	  Zhang	  et	  al.,	  2000).	  Cependant,	  le	  recrutement	  de	  Slp-‐76	  sur	  LAT	  

est	   fortement	   diminué	   lorsque	   la	   tyrosine	   Y132	   de	   LAT	   est	   mutée,	   suggérant	   que	   le	  

recrutement	   de	   Slp-‐76	   sur	   LAT	   est	   stabilisé	   par	   la	   présence	   de	   la	   PLC-‐γ	   (Zhang	   et	   al.,	  

2000).	   Enfin,	   le	   domaine	   SH2	   de	   Slp-‐76	   interagit	   avec	   ADAP	   et	   Shb	   pour	  médier	   des	  

signaux	  d’activation.	  	  

	  

La	  PI3Kinase	  (PI3K)	  est	  une	  lipide	  kinase	  composée	  de	  deux	  sous-‐unités	  :	  une	  sous-‐unité	  

régulatrice	  de	  85	  kDa	  (p85)	  et	  une	  sous-‐unité	  catalytique	  de	  110	  kDa	  (p110).	  La	  PI3K	  

catalyse	   la	   phosphorylation	   du	   phosphatidylinositol	   4,5-‐biphosphate	   (PIP2)	   pour	  

générer	   le	   second	   messager	   phosphatidylinositol	   3,4,5-‐triphosphate	   (PIP3).	   Après	  

activation	   du	   TCR,	   le	   PIP3	   s’accumule	   à	   la	   membrane	   et	   permet	   le	   recrutement	   de	  

protéines	  à	  domaine	  PH,	  telles	  que	  la	  PLC-‐γ,	  Sos1,	  RasGAP,	  Itk,	  Tec	  et	  Vav1	  (Figure	  18)	  

(Fruman	  and	  Bismuth,	  2009).	  Les	  premières	  études	  ont	  montré	  une	  interaction	  directe	  

entre	   la	   PI3K	   et	   la	   tyrosine	   Y171	   sur	   LAT	   (Fukazawa	   et	   al.,	   1995;	   Paz	   et	   al.,	   2001).	  

Cependant,	   une	   étude	   plus	   récente	   a	   montré	   par	   double	   hybride	   que	   la	   PI3K	   peut	  

associer	   directement	   Slp-‐76.	   Des	   expériences	   complémentaires	   ont	   prouvé	   que	   cette	  

association	   est	   médiée	   par	   le	   domaine	   SH2	   N-‐terminal	   de	   la	   sous-‐unité	   p85	   et	   les	  

tyrosines	  Y113	   et	   Y128	  de	   Slp-‐76	   (Shim	  et	   al.,	   2004).	   La	  PI3K	   joue	  un	   rôle	   important	  

dans	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T,	  même	  si	  son	  mécanisme	  d’action	  reste	  encore	  assez	  

méconnu.	   En	   effet,	   son	   inhibition	   par	   un	   inhibiteur	   pharmacologique	   résulte	   en	   une	  

diminution	  de	   l’influx	  calcique	  après	  activation	  du	  TCR	  et	  de	   l’activation	  de	  Rac1	  et	  de	  

Erk	  1/2.	   En	   revanche	   son	   inhibition	  n’a	   pas	   d’effet	   sur	   la	   phosphorylation	  de	   LAT,	   de	  

Slp-‐76,	  de	   la	  PLC-‐γ	   ou	  de	  Vav1,	   suggérant	  que	   le	   rôle	  de	   la	  PI3K	  se	  situe	  en	  aval	  de	   la	  

formation	  de	  complexes	  sur	  LAT	  (Cruz-‐Orcutt	  and	  Houtman,	  2009).	  	  



	   48	  

Le	   double	   rôle	   du	   facteur	   d’échange	   Vav1	   est	   clairement	   établi	   dans	   l’activation	   des	  

lymphocytes	  T.	  La	  séquence	  de	  Vav1	  révèle	  la	  présence	  de	  nombreux	  domaines	  capables	  

de	   moduler	   sa	   fonction.	   Vav1	   possède	   un	   domaine	   CH	   (pour	   Calponin	   Homology	  

domain),	   une	   séquence	   d’acides	   aminés	   qui	   contient	   trois	   tyrosines	   régulatrices,	   un	  

domaine	   DH	   (pour	   Duffy	   binding	   protein	   (DBP)	   Homology	   domain)	   qui	   module	   son	  

activité	   de	   facteur	   d’échange,	   un	   domaine	   PH	   qui	   lui	   permet	   d’être	   recrutée	   à	   la	  

membrane,	  et	  une	  région	  riche	  en	  proline	  associée	  à	  deux	  domaines	  SH3	  entourant	  un	  

domaine	  SH2	  qui	  vont	  médier	  son	  rôle	  de	  protéine	  adaptatrice	  (Katzav,	  2009).	  Suite	  à	  

l’activation	  du	  TCR,	  Vav1	  est	  recrutée	  par	  ses	  domaines	  SH2	  et	  SH3	  sur	  Slp-‐76	  où	  elle	  

participe	   à	   la	   formation	   du	   complexe	   menant	   à	   l’activation	   de	   la	   PLC-‐γ	   (Figure	   18)	  

(Onodera	  et	   al.,	   1996;	  Reynolds	  et	   al.,	   2002;	  Wu	  et	   al.,	   1996a).	  En	  plus	  de	   son	   rôle	  de	  

protéine	   adaptatrice,	   Vav1,	   par	   sa	   fonction	   de	   facteur	   d’échange,	   active	   les	   GTPases	  

Rho/Rac,	   initiant	   les	   cascades	   de	   signalisation	   qui	   vont	   réguler	   la	   réorganisation	   du	  

cytosquelette	   d’actine	   et	   la	   formation	   de	   la	   synapse	   immunologique	   (Hornstein	   et	   al.,	  

2004).	  Enfin,	  il	  a	  également	  été	  montré	  que	  Vav1	  forme	  un	  complexe	  avec	  les	  protéines	  

adaptatrices	  Nck1	  et	  WASp	  et	  régule	  la	  polymérisation	  de	  l’actine	  et	  les	  réarrangements	  

du	  cytosquelette	  (Barda-‐Saad	  et	  al.,	  2005;	  Rivero-‐Lezcano	  et	  al.,	  1995;	  Wunderlich	  et	  al.,	  

1999;	  Zeng	  et	  al.,	  2003).	  	  

	  

L’activation	  des	  intégrines,	  suite	  à	  l’engagement	  du	  TCR,	  est	  médiée	  par	  le	  recrutement	  

de	  la	  protéine	  adaptatrice	  ADAP	  (aussi	  connu	  comme	  FYB	  ou	  SLP-‐130)	  sur	  Slp-‐76.	  Cette	  

interaction	  est	  dépendante	  du	  domaine	  SH2	  de	  Slp-‐76	  et	  de	  la	  phosphorylation	  de	  ADAP	  

par	   la	   tyrosine	   kinase	   Fyn	   (da	   Silva	   et	   al.,	   1997).	   Le	   recrutement	   de	  ADAP	   sur	   Slp-‐76	  

permet	   la	   formation	   d’un	   complexe	   multi-‐protéique	   composé	   des	   protéines	  

ADAP/SKAP55/RIAM/Rap1	   à	   la	   synapse	   immunologique	   nécessaire	   à	   l’activation	   de	  

LFA-‐1	  (Baker	  et	  al.,	  2009;	  Horn	  et	  al.,	  2009).	  	  

Enfin,	   une	   dernière	   protéine	   identifiée	   comme	   participant	   aux	   complexes	   protéiques	  

organisés	  autour	  de	  LAT	  est	  la	  protéine	  adaptatrice	  Shb.	  Il	  a	  été	  montré	  que	  Shb	  peut	  lier	  

la	  chaine	  CD3ζ	  du	  TCR	  avec	  LAT.	  Le	  domaine	  SH2	  de	  Shb	  associe	  CD3ζ,	  pendant	  que	  son	  

domaine	  PTB	  lie	  LAT	  et	  que	  ses	  régions	  riches	  en	  proline	  associent	  la	  PLC-‐γ	  et	  Grb2.	  Il	  a	  

également	  été	   rapporté	  que	  Shb,	  phosphorylée	  par	  Fyn,	  associe	  également	   le	  domaine	  

SH2	  de	  Slp-‐76	  et	  forme	  un	  complexe	  avec	  Gads,	  Slp-‐76	  et	  Vav1.	  Les	  études	  sur	  Shb	  ont	  

prouvé	  son	   importance	  dans	   l’activation	  des	   lymphocytes	  T	  car	   la	  surexpression	  d’une	  
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forme	  mutée	  de	  Shb,	  ne	  pouvant	  plus	  lier	  de	  partenaires	  par	  son	  domaine	  SH2,	  diminue	  

fortement	   la	   phosphorylation	   des	   protéines	   clés	   recrutées	   sur	   LAT,	   comme	   LAT	   elle-‐

même,	  Slp-‐76,	  Vav1	  ainsi	  que	   la	  PLC-‐γ.	   La	   surexpression	  de	  cette	   forme	  mutée	  de	  Shb	  

résulte	   en	   une	   inhibition	   de	   la	   mobilisation	   du	   calcium	   intracellulaire	   et	   à	   une	  

diminution	   de	   l’activation	   de	   la	   voie	   Jnk/MAPKinase	   ainsi	   que	   du	   facteur	   de	  

transcription	   NFAT,	   	   aboutissant	   à	   une	   diminution	   de	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	  

(Lindholm	  et	  al.,	  1999;	  Lindholm	  et	  al.,	  2002;	  Welsh	  et	  al.,	  1998).	  La	  protéine	  Shb	  a	  donc	  

un	   rôle	   important	   dans	   la	   stabilisation	   et	   dans	   la	   phosphorylation	   des	   complexes	  

multiprotéiques	  induits	  par	  l’activation	  du	  TCR.	  

	  

L’activation	   du	   TCR	   mène	   à	   la	   phosphorylation	   et	   à	   la	   formation	   de	   complexes	  

multiprotéiques	  organisés	  autour	  du	  couple	  LAT/Slp-‐76	  aboutissant	  à	  la	  production	  des	  

seconds	   messagers	   PIP3,	   IP2	   et	   DAG	   ainsi	   qu’à	   l’activation	   des	   cascades	   MAPKinases.	  

L’initiation	  de	  ces	  voies	  de	  signalisation	  conduit	  à	  la	  transcription	  de	  gènes	  spécifiques	  

dans	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T.	  

	  

7. Voies	  de	  signalisation	  activées	  par	  les	  seconds	  messagers	  

	  

a. Voies	  de	  signalisation	  médiées	  par	  le	  diacylglycérol	  (DAG)	  

	  

Le	  DAG	  est	  produit,	  suite	  à	  l’engagement	  du	  TCR,	  par	  hydrolyse	  du	  PIP2	  en	  IP3	  +	  DAG	  par	  

la	  PLC-‐γ	  activée	  lorsqu’elle	  est	  recrutée	  sur	  LAT	  (Lee	  et	  al.,	  1997).	  La	  production	  du	  DAG	  

résulte	   en	   l’activation	   de	   deux	   voies	   de	   signalisation	   principales	   impliquant	   Ras	   et	   la	  

PKC-‐θ.	  	  

	  

Ras	  est	  une	  petite	  protéine	  G	  requise	  pour	  l’activation	  de	  la	  sérine/thréonine	  kinase	  Raf-‐

1	  qui	   initie	   l’activation	  de	   la	  cascade	  de	  phosphorylation	  des	  MAPKinase	  aboutissant	  à	  

l’activation	   de	   Erk1/2.	   Ras	   est	   seulement	   active	   dans	   sa	   forme	   liée	   au	   GTP.	   Ce	  

chargement	  en	  GTP	  est	  catalysé	  par	  un	  facteur	  d’échange	  GEF	  (pour	  Guanine-‐nucleotide	  

Exchange	  Factor).	  Suite	  à	  l’activation	  du	  TCR,	  deux	  GEFs	  sont	  relocalisés	  à	  proximité	  de	  

Ras	   pour	   l’activer.	   Ces	   deux	   GEFs	   sont	   Sos1	   et	   RasGRP.	   RasGRP	   est	   recrutée	   à	   la	  

membrane	   plasmique	   par	   fixation	   de	   son	   domaine	   C1	   sur	   le	   DAG,	   où	   elle	   est	  

phosphorylée	  et	  activée	  par	  la	  PKC-‐θ	  (Figure	  18)	  (Ebinu	  et	  al.,	  1998;	  Roose	  et	  al.,	  2005).	  
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Sos1	  est	  constitutivement	  associée	  à	  Grb2	  qui	  est	  recrutée	  sur	  LAT	  lors	  de	  l’activation	  du	  

TCR	  (Finco	  et	  al.,	  1998).	  RasGRP	  et	  Sos1	  activées	  agissent	  en	  synergie	  pour	  activer	  Ras	  

qui	  va	  activer	  la	  cascade	  des	  MAPKinases	  (Roose	  et	  al.,	  2007).	  Ras	  active	  la	  MAPKinase	  

Kinase	   Kinase	   Raf-‐1	   qui	   phosphoryle	   et	   active	   la	   MAPKinase	   Kinase	   Mek	   qui	  

phosphoryle	   et	   active	   les	   MAPKinase	   Erk1/2.	   Les	   kinases	   Erk1/2	   activent	   la	  

transcription	  de	  gènes	  clés	  dans	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T,	  comme	  le	  gène	  fos	  pour	  

produire	   le	   facteur	   de	   transcription	   c-‐Fos.	   L’activation	   de	   la	   kinase	   JNK	   aboutit	   à	   la	  

phosphorylation	  et	  à	  la	  translocation	  du	  facteur	  de	  transcription	  c-‐Jun	  dans	  le	  noyau,	  où	  

il	   s’hétérodimérise	   avec	   c-‐Fos	   pour	   former	   le	   facteur	   de	   transcription	   AP-‐1	   qui	   à	   son	  

tour	  active	  la	  transcription	  de	  gènes	  clés	  (Genot	  and	  Cantrell,	  2000).	  	  

	  

La	   deuxième	   voie	   de	   signalisation	   régulée	   par	   le	   DAG	   est	   celle	   médiée	   par	   la	  

sérine/thréonine	   kinase	   PKC-‐θ.	   Le	   recrutement	   de	   la	   PKC-‐θ	   à	   la	   membrane	   est	  

dépendant	   de	   sa	   phosphorylation	   par	   Lck	   qui	   induit	   un	   changement	   conformationnel	  

permettant	  l’accrochage	  de	  la	  PKC-‐θ	  à	  la	  phosphatidylsérine	  (PS)	  ancrée	  à	  la	  membrane	  

qui	   en	   retour	   augmente	   l’accrochage	   de	   la	   PKC-‐θ	   au	   DAG	   et	   permet	   l’activation	   de	   la	  

protéine	  (Melowic	  et	  al.,	  2007).	  La	  fonction	  principale	  de	  la	  PKC-‐θ	  dans	  l’activation	  des	  

lymphocytes	  T	  est	  l’activation	  du	  facteur	  de	  transcription	  NF-‐κB.	  Après	  engagement	  du	  

TCR,	   la	   PKC-‐θ	   phosphoryle	   la	   kinase	   CARMA1,	   permettant	   son	   oligomérisation	   et	   son	  

association	   avec	   Bcl10	   (Matsumoto	   et	   al.,	   2005;	   Sommer	   et	   al.,	   2005).	   La	   protéine	  

adaptatrice	   MALT1	   associe	   Bcl10	   pour	   former	   le	   complexe	   CBM	  

(CARMA1/Bcl10/MALT1).	  Ce	  complexe	  CBM	  active	  l’ubiquitine	  ligase	  TRAF6	  qui	  induit	  

la	  dégradation	  de	  la	  sous-‐unité	  inhibitrice	  IKKγ	  associée	  à	  la	  kinase	  IKK.	  Celle-‐ci	  est	  alors	  

activée	   et	   phosphoryle	   IκB,	   l’inhibiteur	   de	   NF-‐κB.	   IκB	   se	   dissocie	   de	   NF-‐κB	   puis	   est	  

ubiquitinylé	  pour	  être	  dégradé	  (Sun	  et	  al.,	  2004).	  NF-‐κB	  transloque	  alors	  dans	  le	  noyau,	  

où	   il	   active	   la	   transcription	   de	   gènes	   impliqués	   dans	   la	   fonction,	   la	   survie	   et	  

l’homéostasie	  des	  lymphocytes	  T	  (Figure	  19)	  (Vallabhapurapu	  and	  Karin,	  2009).	  
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b. Voies	  de	  signalisation	  médiées	  par	  le	  calcium	  Ca2+	  

	  

Les	   ions	   Ca2+	   sont	   des	   seconds	   messagers	   importants	   dans	   l’activation	   des	   voies	   de	  

signalisation	   des	   cellules	   eucaryotes.	   L’IP3	   généré	   par	   la	   PLC-‐γ	   est	   libéré	   dans	   le	  

cytoplasme	   des	   cellules	   et	   active	   son	   récepteur	   à	   la	   membrane	   du	   réticulum	  

endoplasmique	  (RE)	  qui	  libère	  les	  stocks	  de	  Ca2+	  dans	  le	  cytosol.	  La	  déplétion	  en	  Ca2+	  du	  

RE	  provoque	  l’oligomérisation	  des	  protéines	  STIM1	  à	  la	  membrane	  du	  RE.	  Les	  protéines	  

STIM1	   oligomérisées	   s’accumulent	   dans	   la	   région	   la	   plus	   proche	   de	   la	   membrane	  

plasmique	   (MP),	   appelée	   «	  puncta	  »	   où	   STIM1	   expose	   un	   motif	   basique	   C-‐terminal	  

interagissant	   avec	   la	   MP.	   Au	   point	   de	   jonction	   RE-‐MP,	   STIM1	   recrute	   et	   permet	  

l’agrégation	   du	   canal	   calcique	   Orai1	   en	   tétramère,	   rendant	   le	   canal	   CRAC	   (pour	   Ca2+	  

Release-‐Activated	   Ca2+	   channels)	   fonctionnel	   et	   permettant	   l’entrée	   du	   Ca2+	  
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extracellulaire	   dans	   le	   cytoplasme	   (Liou	   et	   al.,	   2007;	   Penna	   et	   al.,	   2008;	   Wu	   et	   al.,	  

2006a).	  L’activation	  des	  canaux	  CRAC,	  dépendante	  de	  la	  libération	  des	  stocks	  de	  calcium	  

intracellulaire	  du	  RE,	  est	  un	  mécanisme	  appelé	  SOCE	  (pour	  Store-‐Operated	  Ca2+	  Entry).	  

Après	   activation	   du	   TCR,	   les	   protéines	   STIM1	   et	   Orai1	   sont	   recrutées	   à	   la	   synapse	  

immunologique	   où	   elles	   co-‐localisent	   avec	   le	   TCR,	   les	  molécules	   co-‐activatrices	   et	   les	  

protéines	  tyrosines	  phosphorylées	  (Lioudyno	  et	  al.,	  2008).	  

L’augmentation	   du	   niveau	   de	   Ca2+	   intracellulaire	   induit	   l’activation	   de	   facteurs	   de	  

transcription	  dépendant	  du	  Ca2+	  et	  de	  la	  calmoduline,	  comme	  MEF2	  et	  DREAM,	  ainsi	  que	  

des	   protéines	   de	   signalisation	   comme	   la	   phosphatase	   calcineurine	   ou	   la	   kinase	   CaMK	  

(pour	  Ca2+-‐calmodulin-‐dependent	  kinase)	  qui	  en	   retour	  vont	  activer	  un	  grand	  nombre	  

de	   facteurs	   de	   transcription.	   Les	   principaux	   facteurs	   de	   transcription	   activés	   par	  

l’augmentation	  du	  Ca2+	  intracellulaire	  suite	  à	  l’engagement	  du	  TCR	  sont	  les	  membres	  de	  

la	  famille	  NFAT	  (pour	  Nuclear	  Factor	  of	  Activated	  T	  cells).	  	  

Les	  protéines	  NFAT	  font	  parties	  d’une	  famille	  de	  facteurs	  de	  transcription	  comprenant	  

cinq	  membres	  :	  NFAT1	  (NFATp,	  NFATc2),	  NFAT2	  (NFATc,	  NFATc1),	  NFAT3	  (NFATc4),	  

NFAT4	  (NFATx,	  NFATc3)	  et	  NFAT5	  (TonEBP	  pour	  Tonicity	  Element	  Binding	  Protein)	  qui	  

est	   activé	   non	   pas	   par	   le	   Ca2+	   mais	   par	   stress	   hypertonique	   (Lopez-‐Rodriguez	   et	   al.,	  

1999;	  Miyakawa	  et	  al.,	  1999;	  Savignac	  et	  al.,	  2007).	  Récemment,	  il	  a	  été	  démontré	  chez	  

deux	  familles	  qu’une	  mutation	  dans	  Orai1	  cause	  une	  incapacité	  à	  activer	  le	  mécanisme	  

SOCE	   provoquant	   une	   inhibition	   de	   l’entrée	   du	   Ca2+	   extracellulaire	   et	   un	   défaut	  

d’activation	   des	   facteurs	   NFAT	   associé	   à	   une	   immunodéficience	   sévère	   (Feske	   et	   al.,	  

2000;	  Feske	  et	  al.,	  2006).	  En	  travaillant	  sur	  des	  lignées	  de	  cellules	  issues	  de	  ces	  patients,	  

il	   a	   été	   estimé	   que	   les	   facteurs	   NFAT	   activent	   ou	   répriment	   environ	   75%	   des	   gènes	  

dépendants	  du	  Ca2+	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  (Feske	  et	  al.,	  2001).	  De	  plus,	  des	  expériences	  

de	   microarrays	   ont	   confirmé	   que	   la	   majorité	   des	   gènes	   induits	   après	   activation	   des	  

lymphocytes	  T	  sont	  bloqués	  par	  des	   inhibiteurs	  de	   la	  calcineurine	  (Diehn	  et	  al.,	  2002).	  

La	   calcineurine,	   activée	   par	   fixation	   du	   Ca2+	   et	   de	   la	   calmoduline,	   déphosphoryle	   les	  

membres	  de	   la	   famille	  NFAT	  (pour	  Nuclear	  Factor	  of	  Activated	  T	  cells),	   induisant	   leur	  

translocation	  dans	  le	  noyau	  où	  ils	  vont	  coopérer	  avec	  d’autres	  facteurs	  de	  transcription	  

pour	  activer	  la	  transcription	  de	  gènes	  (Jain	  et	  al.,	  1993;	  Park	  et	  al.,	  1995;	  Savignac	  et	  al.,	  

2007).	   Le	   partenaire	   le	   plus	   connu	   pour	   NFAT	   est	   le	   facteur	   de	   transcription	   AP-‐1,	  

produit	  de	  l’activation	  de	  la	  voie	  des	  MAPKinases	  et	  composé	  de	  l’hétérodimère	  c-‐Fos/c-‐

Jun	   ou	   de	   l’homodimère	   c-‐Jun/c-‐Jun.	   Le	   complexe	   NFAT/AP-‐1	   active	   l’expression	   de	  
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nombreuses	   cytokines	   comme	   l’IL-‐2,	   l’IL-‐3,	   l’IL-‐4,	   l’IL-‐5,	   l’IL-‐13,	   l’IFN-‐γ	   et	   le	   GM-‐CSF,	  

ainsi	  que	  des	  marqueurs	  d’activation	  des	  lymphocytes	  T,	  tels	  que	  CD25	  ou	  CD69	  (Jain	  et	  

al.,	   1993;	   Macian	   et	   al.,	   2001).	   NFAT	   peut	   associer	   également	   d’autres	   facteurs	   de	  

transcription,	  comme	  IRF-‐4	  ou	  EGR-‐1	  pour	  activer	   la	  transcription	  de	   l’IL-‐2	  (Decker	  et	  

al.,	  1998;	  Hu	  et	  al.,	  2002).	  Il	  a	  également	  été	  rapporté	  que	  NFAT	  forme	  un	  complexe	  avec	  

les	  facteurs	  c-‐Maf	  et	  c-‐Jun	  ou	  avec	  IRF4	  pour	  activer	  la	  transcription	  de	  l’IL-‐4	  (Li	  et	  al.,	  

1999a;	   Rengarajan,	   2002).	   L’interaction	   entre	   GATA-‐3	   et	   NFAT	   est	   importante	   pour	  

l’expression	  de	  l’IL-‐4	  et	  l’IL-‐5	  (Zhang	  et	  al.,	  1999a).	  Récemment,	  Wu	  et	  ses	  collègues	  ont	  

proposé	  que	  la	  fonction	  des	  lymphocytes	  Treg	  est	  médiée	  par	  le	  complexe	  FOXP3/NFAT.	  

FOXP3	   entre	   en	   compétition	   avec	   AP-‐1	   pour	   la	   fixation	   avec	   NFAT	   et	   inhibe	   ainsi	   la	  

production	  d’IL-‐2	  (Wu	  et	  al.,	  2006b).	  Enfin,	  NFAT	  se	  complexe	  avec	  T-‐bet	  pour	  induire	  

l’expression	  d’IFN-‐γ	  (Lee	  et	  al.,	  2004).	  

L’importance	   des	   facteurs	   NFAT	   a	   également	   été	   rapportée	   par	   l’étude	   des	   souris	  

déficientes	   pour	  un	  ou	  plusieurs	  membres	  de	   la	   famille	  NFAT.	   Ces	   études	   ont	  montré	  

que	   les	   facteurs	   NFAT	   possèdent	   des	   rôles	   redondants	   et	   participent,	   en	   fonction	   du	  

partenaire	  associé,	  à	  la	  différenciation	  des	  différentes	  sous	  populations	  de	  lymphocytes	  

T	   effecteurs.	   Les	   souris	   déficientes	   pour	   NFAT1	   montrent	   une	   diminution	   de	  

lymphocytes	  Th1,	  due	  à	  une	  diminution	  de	   la	  production	  d’IFN-‐γ,	   et	  un	   taux	  maintenu	  

d’IL-‐4	   favorisant	   une	   légère	   augmentation	   du	   nombre	   de	   cellules	   Th2	   (Hodge	   et	   al.,	  

1996;	  Kiani	  et	  al.,	  1997).	  A	  l’inverse,	  la	  délétion	  de	  NFAT2	  montre	  une	  production	  d’IL-‐4	  

et	  d’IL-‐6	   inhibée	  (Yoshida	  et	  al.,	  1998).	  Les	  cellules	  déficientes	  en	  NFAT4	  n’ont	  pas	  de	  

modifications	  dans	  leur	  production	  de	  cytokines	  mais	  présentent	  une	  hyperactivité	  suite	  

à	   une	   activation	   du	   TCR.	   De	   plus,	   les	   souris	   déficientes	   pour	   NFAT4	   possèdent	   une	  

diminution	  de	  lymphocytes	  T	  périphériques	  due	  à	  une	  augmentation	  de	  l’apoptose	  des	  

thymocytes	  double	  positif	  CD4+CD8+	  dans	  le	  thymus	  (Oukka	  et	  al.,	  1998).	  NFAT4	  aurait	  

donc	  un	  rôle	  dans	  la	  génération	  et	  la	  survie	  des	  lymphocytes	  T.	  	  

Les	   souris	   doubles	   déficientes	   pour	   des	   membres	   de	   la	   famille	   NFAT	   présentent	   des	  

défauts	   plus	   sévères.	   Les	   souris	   doubles	   déficientes	   pour	   NFAT1	   et	   NFAT4	   sont	  

caractérisées	   par	   une	   forte	   réponse	   Th2	   avec	   une	   augmentation	   de	   la	   production	   de	  

cytokines	   Th2	   ainsi	   que	   du	   taux	   d’IgG1	   et	   d’IgE	   dans	   le	   sang	   (Ranger	   et	   al.,	   1998;	  

Rengarajan	  et	  al.,	  2002).	  Enfin,	  la	  double	  délétion	  de	  NFAT1	  et	  de	  NFAT2	  est	  nécessaire	  

à	  l’inhibition	  complète	  de	  la	  production	  de	  cytokines	  et	  de	  l’activation	  des	  lymphocytes	  

T	  et	  B	  (Peng	  et	  al.,	  2001).	  
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Toutes	   ces	   données	   suggèrent	   que	   NFAT1	   et	   NFAT4	   possèdent	   des	   rôles	   redondants	  

dans	  les	  cellules	  immunitaires	  en	  favorisant	  la	  différenciation	  en	  lymphocyte	  Th1	  alors	  

que	  NFAT2	  permet	  la	  différenciation	  des	  cellules	  en	  lymphocytes	  Th2.	  

	  

L’activation	   des	   lymphocytes	   T	   dépend	   de	   la	   reconnaissance	   par	   le	   TCR	   d’un	   peptide	  

antigénique	  présenté	  par	  les	  molécules	  du	  CMH	  sur	  une	  CPA,	  initiant	  un	  premier	  signal.	  

Cependant,	  une	  activation	  complète	  de	  la	  cellule	  T	  nécessite	  un	  deuxième	  signal	  produit	  

par	  l’activation	  de	  co-‐récepteurs	  présents	  à	  la	  synapse	  immunologique	  de	  la	  cellule	  T.	  Un	  

lymphocyte	  T	  ne	  recevant	  pas	  ce	  deuxième	  signal	  ne	  s’active	  pas	  et	  rentre	  dans	  un	  état	  

appelé	  anergie	  puis	  meurt	  par	  apoptose.	  	  

	  

8. L’engagement	  des	  récepteurs	  co-‐activateurs	  est	  nécessaire	  à	  l’activation	  des	  

lymphocytes	  T	  

	  

Les	  signaux	  de	  co-‐stimulation	  sont	  de	  puissants	  modulateurs	  de	  la	  synthèse	  protéique,	  

du	   métabolisme,	   de	   la	   progression	   dans	   le	   cycle	   cellulaire,	   de	   la	   survie	   et	   de	   la	  

différenciation	  des	  lymphocytes	  T.	  Les	  récepteurs	  capables	  de	  médier	  les	  signaux	  de	  co-‐

stimulation	   appartiennent	   à	   différentes	   familles	   de	   protéines	  :	   la	   famille	   des	  

immunoglobulines	   (CD2,	  CD28,	   ICOS,…),	   la	   famille	  des	   récepteurs	  au	  TNF	   (CD27,	  DR3,	  

OX40,	  4-‐1BB),	  les	  intégrines	  (LFA-‐1),	  les	  récepteurs	  aux	  cytokines	  (IL-‐2R,	  IL4-‐R,…)	  et	  les	  

récepteurs	   des	   chimiokines	   couplés	   aux	   protéines	   G	   (CCR1,	   CCR7,	   CXCR3	   et	   CXCR4).	  

Parmi	  tous	  ces	  récepteurs,	  CD28	  semble	  être	  celui	  qui	  potentialise	  le	  plus	  la	  réponse	  T.	  

L’importance	   de	   CD28	   fut	   démontrée	   par	   l’étude	   de	   l’extinction	   du	   récepteur	   dans	   la	  

souris.	  Ces	  souris	  déficientes	  en	  CD28	  montrent	  une	  forte	  diminution	  de	  la	  réponse	  des	  

lymphocytes	   T	   après	   stimulation	   du	   TCR	   ainsi	   qu’un	   défaut	   de	   formation	   du	   centre	  

germinatif	  et	  de	  la	  différenciation	  des	  lymphocytes	  T	  (Shahinian	  et	  al.,	  1993).	  

CD28	  a	  été	  identifié	  pour	  la	  première	  fois	  en	  1984	  comme	  co-‐récepteur	  qui	  augmente	  la	  

prolifération	   et	   permet	   la	   différenciation	   des	   lymphocytes	   T	   CD4+	   naïfs	   suite	   à	  

l’activation	  du	  TCR	  (Gmunder	  and	  Lesslauer,	  1984;	  Lesslauer	  et	  al.,	  1986).	  CD28	  est	  une	  

glycoprotéine	   transmembranaire	   de	   44	   kDa	   présente	   à	   la	   surface	   des	   lymphocytes	   T	  

sous	   forme	  d’homodimère	  grâce	  à	  un	  pont	  disulfure	  entre	  deux	  cystéines	  de	   la	   région	  

transmembranaire	   (Aruffo	   and	   Seed,	   1987).	   La	   région	   extracellulaire	   de	   CD28	   se	  

compose	   d’un	   simple	   domaine	   de	   type	   immunoglobuline	   contenant	   un	  motif	  MYPPPY	  



	   55	  

très	   conservé	   entre	   les	   espèces	   (Harper	   et	   al.,	   1991).	   Ce	  motif	   permet	   l’interaction	  de	  

CD28	  avec	  ses	   ligands	  CD80	  (B7-‐1)	  ou	  CD86	  (B7-‐2)	  (Azuma	  et	  al.,	  1993;	  Linsley	  et	  al.,	  

1990;	  Peach	  et	  al.,	  1994).	  Le	  domaine	  intracellulaire	  de	  CD28	  est	  composé	  de	  41	  acides	  

aminés	   sans	   activité	   enzymatique	   apparente	   mais	   possède	   en	   revanche	   une	   tyrosine	  

phosphorylable	  par	  Lck	  ou	  par	  Fyn	  sous	  activation	  du	  TCR	  et	  de	  CD28	  (motif	  YMNM)	  et	  

deux	  domaines	  riche	  en	  proline	  (P175RRPGP	  et	  P187YAPP)	  (Raab	  et	  al.,	  1995;	  Rudd	  et	  al.,	  

2009).	  	  

	  

	  
	  

Suite	  à	  l’activation	  du	  TCR	  et	  de	  CD28,	   la	  tyrosine	  du	  motif	  YMNM	  est	  phosphorylée	  et	  

recrute	   la	   PI3Kinase	   par	   le	   domaine	   SH2	  de	   la	   sous-‐unité	   régulatrice	   p85	   (Figure	   20)	  

(Pages	   et	   al.,	   1994;	   Prasad	   et	   al.,	   1994;	   Truitt	   et	   al.,	   1994).	   La	   PI3Kinase	   catalyse	   la	  

production	  de	  PIP2	  et	  de	  PIP3	  à	  la	  membrane	  qui	  recrutent	  des	  protéines	  à	  domaine	  PH	  

comme	  les	  sérine/thréonine	  kinases	  PDK1	  et	  AKT.	  L’activation	  d’AKT	  par	  PDK1	  régule	  

de	   nombreuses	   voies	   de	   signalisation	   liées	   à	   la	   synthèse	   protéique,	   au	   métabolisme	  

cellulaire	  et	  à	  la	  survie	  cellulaire	  (Costello	  et	  al.,	  2002;	  Frauwirth	  et	  al.,	  2002;	  Harriague	  

and	  Bismuth,	   2002).	   L’activation	   d’AKT	  dépendante	   de	   l’activation	   de	   CD28	   conduit	   à	  

une	   augmentation	   de	   l’expression	   du	   transporteur	   du	   glucose	   Glut1	   permettant	   une	  

augmentation	   du	   glucose	   dans	   les	   cellules,	   une	   augmentation	   de	   la	   glycolyse	   et	   de	  

l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  (Frauwirth	  et	  al.,	  2002;	  Jacobs	  et	  al.,	  2008).	  

L’utilisation	   d’un	   CD28	  muté	   sur	   la	   tyrosine,	   empêchant	   les	   protéines	   à	   domaine	   SH2	  

d’être	  recrutées	  sur	  CD28,	  ou	  sur	  la	  méthionine	  en	  +3	  de	  la	  tyrosine,	  inhibant	  seulement	  

l’interaction	   avec	   la	   PI3Kinase,	   montre	   des	   résultats	   similaires	   d’inhibition	   de	   la	  
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production	   d’IL-‐2	   par	   les	   cellules	   stimulées	   CD3+CD28	   (Cai	   et	   al.,	   1995;	   Cefai	   et	   al.,	  

1996).	   Ces	   études	   indiquent	   que	   le	   recrutement	   de	   la	   PI3Kinase	   est	   nécessaire	   à	   la	  

production	   d’IL-‐2	   suite	   à	   une	   activation	   CD3+CD28	   des	   lymphocytes	   T.	   L’activation	  

d’AKT	  par	  la	  PI3Kinase	  pourrait	  jouer	  un	  rôle	  crucial	  dans	  ce	  mécanisme.	  En	  effet,	  AKT	  	  

phosphoryle	   et	   active	   la	   kinase	   IKK	   qui	   pourra	   phosphoryler	   IκB,	   permettant	   la	  

translocation	   de	   NF-‐κB	   dans	   le	   noyau	   où	   il	   pourra	   jouer	   son	   rôle	   de	   facteur	   de	  

transcription	  (Romashkova	  and	  Makarov,	  1999).	  Des	  études	  plus	  récentes	  confirment	  le	  

rôle	   d’AKT	   dans	   l’activation	   de	   NF-‐κB.	   Narayan	   et	   ses	   collègues	   ont	   montré	   qu’AKT	  

s’associe	  avec	  CARMA1	  et	  que	  ce	  complexe	  est	  nécessaire	  à	  la	  phosphorylation	  de	  Bcl10	  

par	  AKT	  ainsi	  qu’à	  la	  formation	  du	  complexe	  CBM	  pour	  l’activation	  de	  NF-‐κB	  (Figure	  21)	  

(Narayan	   et	   al.,	   2006).	   De	   plus,	   des	   expériences	   sur	   des	   souris	   déficientes	   en	   E3	  

ubiquitine	   ligase	   Cbl-‐b	   montre	   une	   hyperactivation	   de	   NF-‐κB	   due	   à	   une	   activation	  

continue	   d’AKT	   après	   stimulation	   par	   CD3+CD28.	   En	   revanche,	   ces	   cellules	   ne	  

présentent	  pas	  de	  modification	  dans	  l’activation	  des	  facteurs	  NFAT	  ou	  AP-‐1,	  démontrant	  

que	  l’hyperactivation	  de	  NF-‐κB	  est	  spécifique	  de	  l’activation	  d’AKT	  (Qiao	  et	  al.,	  2008).	  
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Une	   autre	   cible	   d’AKT	   est	   la	   kinase	   GSK-‐3,	   une	   sérine/thréonine	   kinase	   qui	   permet	  

l’export	   de	   NFAT	   du	   noyau	   en	   la	   phosphorylant.	   AKT	   phosphoryle	   et	   inhibe	   GSK-‐3,	  

prolongeant	  la	  localisation	  nucléaire	  de	  NFAT	  et	  ainsi	  la	  transcription	  de	  l’IL-‐2	  après	  une	  

costimulation	   CD28	   (Figure	   21)	   (Cross	   et	   al.,	   1995).	   Plus	   récemment,	   un	   nouveau	  

mécanisme	  de	   régulation	  de	  NFAT	  par	  AKT	  a	   été	  proposé.	  NFAT	  est	   inactivée	  dans	   le	  

cytoplasme	   par	   phosphorylation	   et	   par	   association	   avec	   un	   inhibiteur,	   la	   protéine	  

adaptatrice	  Homer,	  empêchant	  ainsi	   la	  déphosphorylation	  de	  NFAT	  par	   la	  calcineurine	  

(Huang	   et	   al.,	   2008).	   Huang	   et	   ses	   collègues	   ont	   alors	   montré	   qu’une	   stimulation	  

CD3+CD28	   induit	   la	  phosphorylation	  d’Homer	  par	  AKT	  et	   la	  dissociation	  du	   complexe	  

Homer/pNFAT.	   Ces	   études	   montrent	   le	   rôle	   d’AKT	   dans	   la	   transcription	   de	   gènes	  

nécessaires	  à	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  après	  une	  stimulation	  CD3+CD28.	  

Il	  a	  également	  été	  montré,	  in	  vitro	  et	  in	  vivo,	  que	  l’association	  de	  la	  PI3Kinase	  sur	  CD28	  

initie	  des	  signaux	  de	  survie	  qui	  inhibent	  l’apoptose	  des	  cellules	  T	  lors	  de	  leur	  activation	  

(Burr	   et	   al.,	   2001;	   Okkenhaug	   et	   al.,	   2001).	   De	   plus,	   CD28	   a	   longtemps	   été	   assimilé	  

comme	  co-‐activateur	  inhibant	   l’AICD	  (pour	  Activation	  Induced	  Cell	  Death),	   la	  mort	  des	  

cellules	   provoquée	   lors	   d’une	   restimulation	   par	   l’antigène	   (Radvanyi	   et	   al.,	   1996;	  

Sperling	  et	  al.,	  1996).	  Dans	   le	  cas	  de	   l’apoptose	   induite	  par	   les	   récepteurs	  de	  mort,	   tel	  

que	   CD95	   (Fas),	   la	   co-‐stimulation	   par	   CD28	   induit	   une	   diminution	   de	   l’expression	   de	  

FasL	   à	   la	   membrane	   ainsi	   qu’une	   augmentation	   de	   l’expression	   de	   c-‐FLIP.	   c-‐FLIP	  

surexprimé	   va	   interférer	   avec	   la	   formation	   du	   complexe	   DISC,	   provoquant	   une	  

diminution	   de	   l’activation	   de	   la	   caspase-‐8.	   Enfin,	   l’activation	   d’AKT	   par	   la	   PI3Kinase	  

inhibe	  également	  la	  formation	  du	  complexe	  DISC,	  diminuant	  l’apoptose	  des	  cellules	  lors	  

d’une	  restimulation	  par	  l’antigène	  (Jones	  et	  al.,	  2002;	  Kirchhoff	  et	  al.,	  2000).	  L’activation	  

d’AKT	  augmente	  aussi	  l’expression	  de	  protéines	  anti-‐apoptotique,	  comme	  Bcl-‐xL	  ou	  Bcl-‐

2,	  conduisant	  à	  la	  survie	  des	  cellules	  (Boise	  et	  al.,	  1995;	  Burr	  et	  al.,	  2001).	  	  

	  

Il	  a	  été	  rapporté	  qu’après	  co-‐stimulation	  CD3+CD28,	  la	  tyrosine	  phosphorylée	  du	  motif	  

YMNM	  de	  CD28	  associe	  la	  protéine	  adaptatrice	  Grb2.	  Cette	  interaction	  est	  renforcée	  par	  

l’association	  d’un	  domaine	  SH3	  de	  Grb2	  sur	  le	  motif	  riche	  en	  proline	  P187YAPP	  de	  CD28	  

(Figure	   20)	   (Kim	   et	   al.,	   1998;	  Okkenhaug	   and	  Rottapel,	   1998).	   Grb2	   recrute	  Vav1	   sur	  

CD28	  où	  elle	  est	  activée	  par	  phosphorylation	  et	  active	  Rac1	  aboutissant	  à	  l’activation	  de	  

la	  MAPKinase	   JNK	  ainsi	  qu’à	   l’activation	  des	   facteurs	  de	   transcription	  NFAT/AP-‐1.	  Des	  

expériences	   effectuées	   avec	   des	   protéines	   mutées	   pour	   inhiber	   la	   formation	   du	  
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complexe	   CD28/Grb2/Vav1	   ont	   montré	   un	   rôle	   crucial	   pour	   ce	   complexe	   dans	   la	  

production	  de	  l’IL-‐2	  (Figure	  22)	  (Kim	  et	  al.,	  1998;	  Schneider	  and	  Rudd,	  2008).	  

Le	   premier	   motif	   riche	   en	   proline	   P175RRPGP	   de	   CD28	   a	   été	   montré	   associé	   aux	  

domaines	  SH3	  des	  kinases	  de	  la	  famille	  Tec,	  Itk,	  et	  Tec	  (August	  et	  al.,	  1994;	  Marengere	  et	  

al.,	  1997;	  Yang	  et	  al.,	  1999)	  pendant	  que	   le	  deuxième	  motif	  P187YAPP	   lie	   les	  domaines	  

SH3	   de	   Lck,	   Grb2	   et	   de	   la	   Filamine	   A	   (FLNA)	   (Figure	   20)	   (Holdorf	   et	   al.,	   1999;	  

Okkenhaug	  and	  Rottapel,	  1998;	  Tavano	  et	  al.,	  2006).	  	  

La	   génération	   de	   PIP3	   par	   l’activation	   de	   la	   PI3Kinase	   sert	   de	   site	   d’ancrage	   à	   la	  

membrane	   pour	   les	   kinases	   de	   la	   famille	   Tec,	   permettant	   leur	   proximité	   avec	   CD28.	  

Ainsi,	   Itk	  peut	   s’associer	  directement	   avec	  CD28	  via	   l’interaction	  de	   son	  domaine	  SH3	  

avec	   le	  motif	  riche	  en	  proline	  proximal	  P175RRPGP	  de	  CD28	  (Figure	  22)	  (Marengere	  et	  

al.,	  1997).	  Les	  dernières	  études	  publiées	  montrent	  que	  l’association	  entre	  Itk	  et	  CD28	  est	  

dépendante	  de	  Lck	  et	  que	  le	  recrutement	  d’Itk	  induit	   la	  phosphorylation	  et	   l’activation	  

de	  la	  kinase	  (Gibson	  et	  al.,	  1996;	  Raab	  et	  al.,	  1995).	  Cependant,	  les	  études	  sur	  les	  souris	  

déficientes	  pour	  Itk	  montrent	  que	  la	  signalisation	  induite	  par	  CD28	  est	  toujours	  intacte,	  

suggérant	  que	   le	   rôle	  majoritaire	  d’Itk	  est	   situé	  dans	   les	  complexes	  protéiques	   induits	  

par	   la	  phosphorylation	  de	  LAT	  (Blomberg	  et	  al.,	  2009;	  Li	  and	  Berg,	  2005).	  De	  la	  même	  

manière	   que	   pour	   Itk,	   la	   kinase	   Tek	   associe	   le	   domaine	   riche	   en	   proline	   proximal	   de	  

CD28	   dépendamment	   de	   Lck.	   Cependant,	   la	   kinase	   Tec	   semble	   avoir	   un	   rôle	   plus	  

important	  qu’Itk	  dans	  la	  signalisation	  médiée	  par	  CD28.	  En	  effet,	  l’activation	  CD3+CD28	  

induit	  le	  recrutement	  de	  la	  kinase	  Tec	  sur	  CD28	  qui	  phosphoryle	  la	  protéine	  adaptatrice	  

Dok-‐1.	  Des	  expériences	  complémentaires	  de	  surexpression	  d’une	  forme	  mutée	  de	  Tec	  ne	  

possédant	  plus	  d’activité	  enzymatique	  ont	  montré	  que	  Tec	  induit	   l’expression	  d’IL-‐2	  et	  

d’IL-‐4	  lorsque	  les	  cellules	  sont	  activées	  par	  CD3+CD28	  (Yang	  et	  al.,	  1999;	  Yang	  and	  Olive,	  

1999).	  

La	  tyrosine	  kinase	  Lck	  est	  également	  recrutée	  via	  son	  domaine	  SH3	  sur	  la	  région	  riche	  

en	   proline	   distale	   PYAPP	   de	   CD28	   et	   permettrait	   d’amplifier	   les	   évènements	   de	  

phosphorylation	  induits	  par	  l’engagement	  du	  TCR	  (Figure	  22)	  (Holdorf	  et	  al.,	  1999).	  	  

Très	  récemment,	  plusieurs	  groupes	  ont	  montré	  que	  la	  filamine	  A	  (FLNA),	  une	  protéine	  

adaptatrice	   liant	   l’actine,	   s’associe	   à	   CD28	   lorsque	   les	   cellules	   sont	   activées	   et	   est	  

nécessaire	   à	   la	   formation	   des	   radeaux	   lipidiques	   ainsi	   qu’à	   la	   relocalisation	   de	   CD28	  

dans	   la	   synapse	   immunologique	   (Sanchez-‐Lockhart	   et	   al.,	   2008;	   Tavano	   et	   al.,	   2006).	  

D’autres	  groupes	  ont	  également	  montré	  que	  l’interaction	  entre	  FLNA	  et	  CD28	  permet	  la	  



	   59	  

relocalisation	   et	   l’activation	   de	   la	   PKC-‐θ	   au	   niveau	   de	   la	   synapse	   immunologique	  

(Hayashi	  and	  Altman,	  2006;	  Yokosuka	  et	  al.,	  2008).	  Tavano	  et	  ses	  collègues	  ont	  montré	  

que	  l’extinction	  de	  FLNA	  par	  ARN	  interférence	  conduit	  à	  une	  diminution	  de	  l’activation	  

de	   NFAT	   et	   de	   Cdc42	   et	   d’expression	   d’IFN-‐γ	   lorsque	   les	   cellules	   sont	   stimulées	   par	  

CD3+CD28	  (Tavano	  et	  al.,	  2006).	  Par	  la	  suite,	  Hayashi	  et	  Altman	  ont	  montré	  de	  la	  même	  

manière	  en	  éteignant	  FLNA,	  que	  le	  recrutement	  de	   la	  PKC-‐θ	  sur	  CD28	  via	  FLNA	  régule	  

l’activation	   des	   facteurs	   de	   transcription	   NF-‐κB	   et	   AP-‐1	   et,	   en	   accord	   avec	   l’étude	  

précédente,	  ils	  démontrent	  que	  le	  complexe	  CD28/FLNA/PKC-‐θ	  augmente	  la	  production	  

d’IL-‐2	  lorsque	  les	  cellules	  sont	  activées	  (Hayashi	  and	  Altman,	  2006).	  	  

	  

	  
	  

Très	  récemment,	  le	  groupe	  d’Altman	  a	  montré	  que	  la	  PKC-‐θ	  associe	  CD28	  via	  Lck	  (Kong	  

et	  al.,	  2011).	  Ils	  ont	  identifié	  une	  région	  riche	  en	  proline	  dans	  le	  domaine	  V3	  de	  PKC-‐θ	  et	  

ont	  démontré	  que	  le	  domaine	  SH3	  de	  Lck	  associe	  cette	  région	  riche	  en	  proline	  pendant	  

que	  le	  domaine	  SH2	  de	  Lck	  interagit	  avec	  la	  tyrosine	  phosphorylée	  du	  motif	  YMNM	  de	  

CD28.	  Dans	  des	  expériences	  de	  surexpression	  d’un	  peptide	  correspondant	  au	  domaine	  
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V3	  muté	  de	   la	  PKC-‐θ	  ou	  en	  mutant	  directement	   la	  région	  riche	  en	  proline	  du	  domaine	  

V3,	   les	   investigateurs	   inhibent	   l’interaction	   de	   la	   PKC-‐θ	   endogène	   avec	   CD28.	   Ils	   ont	  

alors	   observé	   une	   diminution	   de	   l’activation	   des	   cellules	   en	   réponse	   à	   une	   co-‐

stimulation	   CD3+CD28.	   L’inhibition	   du	   recrutement	   de	   la	   PKC-‐θ	   sur	   CD28	   cause	   une	  

diminution	   de	   la	   relocalisation	   de	   la	   PKC-‐θ	   au	   niveau	   de	   la	   synapse	   immunologique,	  

inhibant	   alors	   son	   activité	   et	   provoquant	   une	   diminution	   d’activation	   des	   facteurs	   de	  

transcription	   AP-‐1	   et	   NFAT,	   résultant	   en	   une	   diminution	   d’expression	   d’IL-‐2	   et	   des	  

marqueurs	  CD25	  et	  CD69	  à	  la	  surface	  des	  cellules.	  

	  

L’engagement	   du	   TCR	   initie	   un	   premier	   signal	   permettant	   la	   formation	   de	   complexes	  

protéiques	   à	   la	   synapse	   immunologique	   qui	   vont	   déclencher	   les	   cascades	   de	  

signalisation.	   L’activation	   du	   co-‐activateur	   CD28	   permet	   d’amplifier	   quantitativement	  

ces	  cascades	  de	  signalisation	  et	  déclenche	  également	  des	  signaux	  de	  survie	  pour	  aboutir	  

à	  la	  survie	  et	  à	  l’activation	  complète	  des	  lymphocytes	  T	  (Figure	  22).	  L’activation	  de	  CD28	  

augmente	   l’expression	   d’une	   seconde	   vague	   de	   co-‐récepteurs,	   tel	   que	   ICOS,	   CTLA-‐4,	  

CD40-‐L,	  OX40	  qui	  vont	  prolonger	  les	  signaux	  d’activation	  (Acuto	  and	  Michel,	  2003).	  	  

	  

Les	   récepteurs	   de	   la	   famille	   CD2	   de	   la	   superfamille	   des	   immunoglobulines	   font	   aussi	  

partis	   des	   co-‐activateurs	  de	   la	   réponse	  T.	  Dans	   cette	   famille	   CD2,	   les	   récepteurs	  de	   la	  

famille	  SLAM	  ont	  été	  caractérisés	  comme	  des	  co-‐activateurs	  essentiels	  à	  une	  réponse	  T	  

optimale.	   En	   effet,	   les	   études	   récentes	   montrent	   que	   l’engagement	   de	   ces	   récepteurs	  

régule	  les	  fonctions	  immunitaires	  telles	  que	  la	  production	  de	  cytokines,	  la	  cytotoxicité,	  la	  

mise	   en	   place	   de	   la	   réponse	   humorale	   ou	   l’homéostasie	   de	   certaines	   populations	   de	  

cellules.	  
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III. Les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  et	  la	  protéine	  adaptatrice	  SAP	  

	  

1. Généralités	  sur	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  

	  

La	  famille	  des	  récepteurs	  SLAM	  comprend	  neuf	  membres	  :	  SLAM	  (CD150,	  slamf1),	  CD48	  

(slamf2),	  Ly9	  (CD229,	  slamf3),	  2B4	  (CD244,	  slamf4),	  CD84	  (slamf5),	  NTB-‐A	  (aussi	  connu	  

comme	  SF2000	  chez	  l’Homme	  ou	  Ly108	  chez	  la	  souris,	  CD352,	  slamf6),	  CRACC	  (appelé	  

aussi	   CS1,	   CD319,	   slamf7),	   BLAME	   (slamf8),	   et	   CD84-‐H1	   (SF2001,	   slamf9).	   Les	   gènes	  

codant	   pour	   les	   récepteurs	   SLAM	   sont	   localisés	   sur	   le	   chromosome	   1	   chez	   la	   souris	  

(locus	  H2)	  et	  chez	   l’Homme	  (locus	  1q23).	  Sept	  de	  ces	  gènes	  (slamf1-‐7)	  sont	  retrouvés	  

dans	  un	  environnement	  très	  proche	  (moins	  de	  400	  kB),	  alors	  que	  les	  gènes	  codant	  pour	  

slamf8	  et	  slamf9	  sont	  localisés	  dans	  la	  même	  région	  chromosomique	  mais	  en	  dehors	  du	  

locus	  SLAM	  (Figure	  23).	  L’organisation	  et	  la	  localisation	  des	  gènes	  des	  récepteurs	  SLAM	  

suggèrent	   que	   ceux-‐ci	   sont	   issus	   de	   multiples	   duplications	   d’un	   ancêtre	   commun	  

(Kingsmore	  et	  al.,	  1995).	  
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Sur	   la	   base	  des	  homologies	  de	   séquences	  de	   leur	  partie	   extracellulaire,	   les	   récepteurs	  

SLAM	   ont	   été	   classés	   dans	   la	   famille	   CD2	   de	   la	   superfamille	   des	   immunoglobulines	  

(Calpe	   et	   al.,	   2008;	   Cannons	   et	   al.,	   2011;	   Latour	   and	   Veillette,	   2004;	   Tangye	   et	   al.,	  

2000a).	  

Tous	   les	  membres	  de	   la	   famille	  (excepté	  CD48)	  partagent	  une	  organisation	  structurale	  

commune.	   Ces	   récepteurs	   possèdent	   un	   domaine	   extracellulaire	   formé	   de	   deux	  

domaines	  de	  type	  immunoglobuline,	  un	  domaine	  transmembranaire,	  et	  une	  partie	  intra-‐

cytoplasmique	  contenant	  des	  motifs	  à	  base	  de	  tyrosine.	  	  

Le	   domaine	   extracellulaire,	   pour	   la	   majorité	   des	   récepteurs	   de	   la	   famille	   SLAM,	  

comprend	   deux	   domaines	   Ig-‐like	   arrangés	   en	   tandem	   qui	   sont	   un	   domaine	   V-‐like	   en	  

position	   distale	   de	   la	   membrane,	   associé	   à	   un	   domaine	   C2-‐like	   plus	   proche	   de	   la	  

membrane.	  Seul	  Ly9	  fait	  exception,	  son	  domaine	  extracellulaire	  étant	  composé	  de	  quatre	  

domaines	  Ig-‐like,	  dû	  à	  la	  duplication	  du	  tandem	  V-‐like	  et	  C2-‐like	  (Figure	  24)	  (Sandrin	  et	  

al.,	  1992).	  Les	  récepteurs	  SLAM	  interagissent	  spécifiquement	  avec	  leurs	  ligands	  via	  leurs	  

domaines	   extracellulaires.	   SLAM,	   CD84,	   Ly9,	   NTB-‐A	   et	   CRACC	   participent	   dans	   des	  

interactions	   homotypiques,	   alors	   que	   CD48	   est	   le	   ligand	   de	   2B4	   (Brown	   et	   al.,	   1998;	  

Falco	   et	   al.,	   2004;	   Kumaresan	   et	   al.,	   2002;	  Martin	   et	   al.,	   2001;	   Punnonen	   et	   al.,	   1997;	  

Romero	  et	  al.,	  2005).	  	  
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Alors	  que	  huit	  récepteurs	  SLAM	  sont	  des	  glycoprotéines	  transmembranaires	  de	  type	  1	  

avec	   un	   domaine	   cytoplasmique,	   CD48	   est	   ancrée	   à	   la	   membrane	   plasmique	   via	   un	  

glycosylphosphatidylinositol	   (GPI)	   et	   ne	   possède	   donc	   pas	   de	   partie	   intra-‐

cytoplasmique.	  

Les	  régions	  intra-‐cytoplasmiques	  des	  récepteurs	  SLAM	  varient	  en	  longueur,	  en	  séquence	  

ainsi	  que	  dans	  le	  nombre	  de	  motifs	  à	  base	  de	  tyrosine	  présent.	  Ainsi	  BLAME	  et	  CD84-‐H1	  

possèdent	  chacun	  une	  courte	  partie	  C-‐terminale,	  perdant	  leurs	  motifs	  à	  base	  de	  tyrosine	  

et	   suggérant	   que	   ces	   deux	   molécules	   pourraient	   être	   des	   récepteurs	   orphelins	  

(Kingsbury	  et	  al.,	  2001;	  Zhang	  et	  al.,	  2001).	  Les	  autres	  membres	  de	  la	  famille	  possèdent	  

dans	   leur	   partie	   cytoplasmique	  une	   ou	  plusieurs	   copies	   d’un	  motif	   à	   base	   de	   tyrosine	  

appelé	  ITSM	  (Figure	  18).	  	  

	  

2. Les	  motifs	  ITSM	  

	  

Les	  motifs	   ITSM	  (pour	   Immunoreceptor	  Tyrosine-‐based	  Switch	  Motif)	   sont	  de	   courtes	  

séquences	   consensus	   T/SxYxxI/V	   (où	   x	   représente	   n’importe	   quel	   acide	   aminé).	   Ces	  

motifs	   sont	   organisés	   autour	   d’un	   résidu	   tyrosine	   pouvant	   être	   phosphorylé	   par	   une	  

tyrosine	  kinase	  de	  la	  famille	  Src.	  Ces	  motifs	  diffèrent	  des	  motifs	  de	  type	  ITAM	  qui	  sont	  

caractérisés	  par	  deux	  motifs	  YxxI/L	  séparés	  par	  une	  courte	  séquence	  composée	  de	  six	  à	  

huit	  acides	  aminés.	  Cependant,	  les	  motifs	  ITSM	  sont	  très	  proches	  des	  motifs	  ITIM	  dont	  la	  

séquence	  I/VxYxxI/V/L	  est	  aussi	  organisée	  autour	  d’un	  seul	  résidu	  tyrosine	  mais	  dont	  le	  

résidu	  en	  -‐2	  de	  la	  tyrosine	  est	  différent	  (Ostrakhovitch	  and	  Li,	  2006).	  

De	   façon	   similaire	   aux	   motifs	   ITAM	   ou	   ITIM,	   les	   motifs	   ITSM,	   phosphorylés	   sur	   leur	  

résidu	  tyrosine,	  recrutent	  des	  protéines	  à	  domaine	  SH2.	  En	  fonction	  du	  récepteur	  de	  la	  

famille	   SLAM	   ou	   du	   type	   cellulaire	   impliqué,	   différents	   groupes	   ont	   montré	   que	   les	  

phosphatases	   Shp-‐1,	   Shp-‐2	   ou	   SHIP	   peuvent	   s’associer	   aux	   récepteurs	   de	   la	   famille	  

SLAM	  via	  les	  motifs	  ITSM	  (Lewis	  et	  al.,	  2001;	  Shlapatska	  et	  al.,	  2001).	  	  Il	  a	  également	  été	  

démontré	   que	   la	   tyrosine	   kinase	   Fyn	   et	   la	   sous	   unité	   régulatrice	   p85	   de	   la	   PI3Kinase	  

peuvent	   s’associer	   à	   un	   motif	   ITSM	   (Aoukaty	   and	   Tan,	   2002;	   Sayos	   et	   al.,	   1998).	  

Cependant,	   il	   est	   maintenant	   clairement	   établi	   que	   l‘association	   de	   ces	   diverses	  

protéines	  avec	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  est	  finement	  régulée	  par	  les	  membres	  

de	   la	   famille	   de	   protéines	   adaptatrices	   SAP	   (pour	   SLAM-‐Associated	   Protein).	   Ainsi,	  
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différentes	   signalisations	   activatrices	  ou	   inhibitrices	  peuvent	   être	   induites	   en	   fonction	  

de	  la	  protéine	  recrutée	  sur	  le	  motif	  ITSM,	  d’où	  leur	  nom	  de	  «	  switch	  motif	  ».	  

	  

3. Les	  protéines	  adaptatrices	  de	  la	  famille	  SAP	  

	  

a. Généralités	  

	  

La	   famille	   SAP	   comprend	   trois	  membres	  :	   SAP	   (SH2D1A	   ou	   DHSP),	   Ewing’s	   sarcoma-‐

associated	   transcrit-‐2	   (EAT-‐2	   ou	   SH2D1B)	   et,	   chez	   les	   rongeurs,	   EAT-‐2-‐related	  

transducer	   (ERT	   ou	   SH2D1C).	   Ces	   trois	   protéines	   partagent	   une	   structure	   commune	  

consistant	  exclusivement	  en	  un	  domaine	  SH2	  suivi	  d’une	  courte	  queue	  C-‐terminale.	  EAT-‐

2	  et	  ERT	  possèdent	  une	  grande	  similarité	  de	  séquences	  entre	  eux	  (85%	  d’homologie	  de	  

séquence)	   en	   comparaison	   avec	   la	   protéine	   SAP	   (seulement	   45%	   d’homologie	   de	  

séquence).	   Les	   gènes	   codant	   pour	   EAT-‐2	   et	   ERT	   sont	   positionnés	   en	   tandem	   sur	   le	  

chromosome	  1,	  proche	  du	  locus	  de	  gènes	  codant	  pour	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  

(Figure	  23),	  tandis	  que	  le	  gène	  codant	  pour	  SAP	  se	  trouve	  sur	  le	  chromosome	  X.	  Grace	  à	  

leur	  domaine	  SH2,	  les	  protéines	  de	  la	  famille	  SAP	  s’associent,	  avec	  une	  haute	  affinité,	  sur	  

les	  motifs	  ITSM	  des	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM,	  à	  l’exception	  de	  CRACC	  qui	  n’associe	  

que	  EAT-‐2	  et	  ERT	  (Cannons	  et	  al.,	  2011;	  Veillette,	  2006).	  

	  

b. La	  protéine	  SAP	  

	  

En	  1998,	  trois	  différents	  groupes	  ont	  identifié	  le	  gène	  sh2d1a	  comme	  étant	  responsable	  

du	   syndrome	   lymphoprolifératif	   lié	   à	   l’X	   (XLP).	   L’identification	   du	   gène	   s’est	   fait	   par	  

deux	   approches	   différentes.	   Coffey	   et	   al	   et	   Nichols	   et	   al	   ont	   utilisé	   une	   technique	   de	  

clonage	  positionnel	  et	  la	  construction	  de	  contigs	  YAC	  chevauchant	  le	  locus	  Xq25	  dans	  le	  

but	  d’identifier	  le	  gène	  responsable	  du	  XLP	  (Coffey	  et	  al.,	  1998;	  Nichols	  et	  al.,	  1998).	  A	  la	  

recherche	   de	   nouveaux	   partenaires	   du	   récepteur	   SLAM,	   Sayos	   et	   al	   ont	   identifié	   la	  

protéine	   SAP	   par	   double-‐hybride	   en	   utilisant	   le	   domaine	   intra-‐cytoplasmique	   du	  

récepteur	  SLAM	  comme	  appât	  et	  une	  banque	  d’ADNc	  de	  lymphocytes	  T	  humains	  comme	  

proie	  (Sayos	  et	  al.,	  1998).	  
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i. Le	  gène	  sh2d1a	  

	  

Chez	   l’Homme	   et	   la	   souris,	   les	   gènes	   sh2d1a	   sont	   organisés	   en	   quatre	   exons	   et	   trois	  

introns	   s’étalant	   sur	   25	   kb	   et	   ayant	   80%	   d’homologie	   de	   séquence	   en	   incluant	   les	  

régions	  non	  transcrites	  (Coffey	  et	  al.,	  1998;	  Wu	  et	  al.,	  2000).	  Le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  est	  

codé	   par	   les	   trois	   premiers	   exons	   alors	   que	   le	   quatrième	   exon	   code	   pour	   la	   queue	   C-‐

terminale	  de	  SAP	  ainsi	  que	  pour	  la	  région	  3’UTR	  (Figure	  25).	  	  

L’analyse	   du	  promoteur	  murin	  du	   gène	   sh2d1a	  montre	   de	  nombreux	   sites	   de	   fixation	  

pour	  des	  facteurs	  de	  transcription	  important	  dans	   le	  développement	  et	   la	   fonction	  des	  

lymphocytes	  T.	  Cela	  inclut	  la	  présence	  de	  nombreux	  éléments	  de	  réponse	  aux	  récepteurs	  

aux	  glucocorticoïdes	  (GRE),	  des	  sites	  de	  fixation	  pour	  Ets-‐1	  et	  Ets-‐2	  ainsi	  que	  pour	  IRF-‐1	  

(Okamoto	  et	  al.,	  2004;	  Wu	  et	  al.,	  2000).	  Okamoto	  et	  al	  ont	  démontré	  que	  le	  transcrit	  de	  

SAP	  est	   finement	   régulé	   in	  vitro	   par	   la	   fixation	  des	   facteurs	  Ets-‐1/2	   sur	   le	  promoteur,	  

induisant	   la	   transcription	  de	   l’ARNm	  de	  SAP.	  En	  parallèle,	   ils	  ont	  également	  démontré	  

que	  cet	  ARNm	  est	  dégradé	  très	  rapidement	  par	  des	  mécanismes	  post-‐transcriptionnels	  

dus	  à	  la	  fixation	  sur	  des	  séquences	  ARE	  de	  protéines	  régulatrices	  (HuR	  et	  AUF1)	  dans	  la	  

région	   3’UTR.	   Basé	   sur	   ces	   expériences,	   Okamoto	   et	  al	   ont	   calculé	   que	   la	   demi-‐vie	   de	  

l’ARNm	  de	  SAP	  est	  d’environ	  1h.	  	  

	  
ii. Expression	  de	  SAP	  

	  

La	   protéine	   SAP	   est	   exprimée	   principalement	   dans	   les	   populations	   lymphocytaires,	  

incluant	  les	  lymphocytes	  T,	  les	  cellules	  NK	  et	  NKT	  ainsi	  que	  dans	  les	  éosinophiles	  et	  les	  

plaquettes	  (Coffey	  et	  al.,	  1998;	  Munitz	  et	  al.,	  2005;	  Nagy	  et	  al.,	  2000;	  Nanda	  et	  al.,	  2005;	  

Nichols	  et	  al.,	  1998;	  Nichols	  et	  al.,	  2005a;	  Pasquier	  et	  al.,	  2005;	  Sayos	  et	  al.,	  1998).	   	  La	  

présence	   de	   SAP	   dans	   les	   lymphocytes	   B	   reste	   toujours	   sujette	   à	   controverse.	   La	  

majorité	  des	  études	  échoue	  à	  révéler	  SAP	  dans	  les	  lymphocytes	  B	  purifiés,	  quelque	  soit	  

leur	   stade	   de	  maturation	   (Ma	   et	   al.,	   2006;	   Nagy	   et	   al.,	   2002b;	   Shinozaki	   et	   al.,	   2002).	  

Cependant,	  Shlapatska	  et	  al	  ont	  recherché	  la	  présence	  de	  SAP	  dans	  un	  grand	  nombre	  de	  

lignées	   de	   cellules	   B	   et	   ont	   détecté	   la	   protéine	   dans	   seulement	   deux	   lignées	  

lymphoblastoïdes	  :	  les	  MP-‐1	  (lignée	  B	  du	  centre	  germinatif	  précoce)	  et	  les	  CESS	  (cellule	  

B	   mémoire)	   (Shlapatska	   et	   al.,	   2001).	   En	   accord	   avec	   ces	   résultats,	   Nagy	   et	   al	   ont	  

confirmé	  la	  présence	  de	  SAP	  dans	  des	  lignées	  B	  positives	  pour	  l’EBV	  de	  lymphomes	  de	  
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Burkitt	  ayant	  un	  phénotype	  de	  cellules	  B	  du	  centre	  germinatif	   (Nagy	  et	  al.,	  2002a).	  De	  

manière	  générale,	  les	  types	  cellulaires	  qui	  expriment	  majoritairement	  SAP	  apparaissent	  

pour	  être	  les	  lymphocytes	  T,	  les	  cellules	  NK	  et	  NKT,	  suggérant	  un	  rôle	  prédominant	  pour	  

SAP	  dans	  les	  cellules	  du	  système	  immunitaire.	  

L’expression	   de	   SAP	   est	   modulée	   suivant	   l’activation	   des	   lymphocytes.	   Il	   a	   déjà	   été	  

rapporté	   que	   l’expression	   de	   SAP	   augmente	   in	   vitro	   dans	   les	   lymphocytes	   T	   humains	  

après	  stimulation	  avec	  des	  anticorps	  anti-‐CD3/CD28	  ou	  des	  mitogènes	  tel	  que	  la	  PHA	  et	  

in	  vivo,	  suite	  à	  l’infection	  par	  EBV	  (Nagy	  et	  al.,	  2000;	  Nichols	  et	  al.,	  1998;	  Shinozaki	  et	  al.,	  

2002).	  De	  plus,	   il	   a	   été	  montré	  que	   l’expression	  de	   SAP	   augmente	   également	  dans	   les	  

cellules	  NK	  humaines	  stimulées	  par	  l’IL-‐2	  (Endt	  et	  al.,	  2007).	  A	  l’inverse,	  chez	  la	  souris,	  il	  

a	  été	  observé	  que	   l’expression	  de	  SAP	  est	   fortement	  diminuée	  dans	   les	   lymphocytes	  T	  

après	  stimulation	  par	  un	  anticorps	  anti-‐CD3	  alors	  qu’elle	  est	  augmentée	  dans	  les	  cellules	  

NK	   après	   stimulation	   par	   l’IL-‐2	   ou	   après	   une	   infection	   virale	   (Davidson	   et	   al.,	   2004;	  

Sayos	   et	   al.,	   2000;	   Wu	   et	   al.,	   2000).	   Les	   fonctions	   de	   SAP	   dans	   les	   lymphocytes	   T	  

semblent	  donc	  être	  différentes	  en	  fonction	  du	  modèle	  cellulaire	  utilisé	  (Humain	  versus	  

souris).	  	  

	  

iii. Propriétés	  du	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  

	  

Chez	   l’Homme,	   SAP	   est	   une	   petite	   protéine	   de	   128	   acides	   aminés	   (126	   acides	   aminés	  

chez	  la	  souris)	  possédant	  une	  masse	  moléculaire	  de	  15	  kDa.	  Les	  acides	  aminés	  6	  à	  102	  

composent	   son	   domaine	   SH2	   en	   partie	   N-‐terminale	   alors	   que	   les	   résidus	   103	   à	   128	  

forment	  la	  queue	  C-‐terminale.	  Les	  séquences	  en	  acides	  aminés	  de	  la	  protéine	  SAP	  chez	  

l’humain	   et	   la	   souris	   sont	   très	   similaires	   et	   partagent	   87%	   d’identité,	   avec	   une	   forte	  

similitude	   au	   niveau	   du	   domaine	   SH2	   (Sayos	   et	   al.,	   1998).	   Le	   domaine	   SH2	   de	   SAP	   a	  

également	  une	  grande	  similitude	  avec	  les	  domaines	  SH2	  de	  EAT-‐2	  (50%),	  SHIP	  (45%)	  et	  

Abl	   (35%)	   (Figure	   25)	   (Coffey	   et	   al.,	   1998).	   Comme	   tout	   domaine	   SH2,	   des	   études	  

cristallographiques	  ont	  montré	  que	  la	  poche	  de	   liaison	  au	  résidu	  tyrosine	  phosphorylé	  

du	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  est	  composé	  d’un	  feuillet-‐β	  entouré	  de	  deux	  hélices-‐α	   (Poy	  et	  

al.,	  1999).	  	  

Le	   domaine	   SH2	   de	   SAP	   lui	   permet	   de	   s’associer,	   de	  manière	   conventionnelle,	   sur	   les	  

tyrosines	   phosphorylées	   des	  motifs	   ITSM	   présents	   dans	   la	   partie	   intra-‐cytoplasmique	  

des	   récepteurs	   SLAM,	   à	   l’exception	   de	   CRACC	   (Ma	   et	   al.,	   2007).	  Mais	   SAP	   possède	   un	  
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domaine	   SH2	   très	   particulier.	   En	   effet,	   des	   études	   de	   cristallographie	   et	   de	   résonance	  

magnétique	  nucléaire	  ont	  permis	  de	  démontrer	  que	  SAP	  s’associe	  à	  ses	  interacteurs	  de	  

manière	   atypique.	   D’une	   manière	   générale,	   les	   domaines	   SH2	   associent	   leurs	  

interacteurs	  via	  un	  mécanisme	  à	  double	  «	  crochets	  »,	  dans	  lesquels	  ils	  interagissent	  à	  la	  

fois	  avec	   le	   résidu	   tyrosine	  phosphorylé	  et	   avec	  un	   résidu	   localisé	  en	  C-‐terminal	  de	   la	  

tyrosine	   (généralement	   en	   +3)	   (Cohen	   et	   al.,	   1995).	   Cependant,	   dans	   le	   cas	   de	   SAP,	  

l’interaction	  avec	  le	  motif	  ITSM	  de	  SLAM	  implique	  un	  troisième	  contact	  entre	  le	  domaine	  

SH2	   et	   le	   résidu	   situé	   en	   -‐2	   de	   la	   tyrosine,	   créant	   ainsi	   une	   association	   à	   triple	  

«	  crochets	  »	   (Figure	   26)	   (Li	   et	   al.,	   1999b).	   L’existence	   de	   ce	   troisième	   lien	   augmente	  

l’affinité	   du	   domaine	   SH2	   de	   SAP	   pour	   son	   partenaire	   (Kd	   ≈	   120-‐150	   nM	  ;	   en	  

comparaison	  à	  un	  Kd	  ≈	  500	  nM	  pour	  un	  domaine	  SH2	  conventionnel).	  	  

	  

	  
	  

Ce	   troisième	   lien	  permet	   également	   au	  domaine	   SH2	  de	   SAP	  de	   s’associer	   au	  premier	  

motif	   ITSM	  de	  SLAM	  indépendamment	  de	   la	  phosphorylation	  du	  résidu	   tyrosine	  (avec	  

un	  Kd	   ≈	   300	   nM),	   ce	   qui	   permet	   à	   SAP	   d’être	   constitutivement	   associée	   au	   récepteur	  

SLAM	   (Li	   et	   al.,	   1999b;	   Poy	   et	   al.,	   1999;	   Sayos	   et	   al.,	   1998).	   Bien	   que	   les	  motifs	   ITSM	  

soient	   retrouvés	   chez	   tous	   les	  membres	   de	   la	   famille	   SLAM,	   il	   semblerait	   que	   seul	   le	  

motif	  ITSM	  proximal	  de	  la	  membrane	  plasmique	  de	  SLAM	  puisse	  associer	  SAP	  de	  façon	  

constitutive.	  
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De	  par	   sa	   forte	   affinité	  pour	   les	  motifs	   ITSM,	   SAP	  a	   été	  originellement	  décrite	   comme	  

étant	  une	  molécule	   servant	  à	  bloquer	   le	   recrutement	  de	  protéines	  à	  domaine	  SH2	  par	  

compétition,	  telles	  que	  les	  tyrosine	  phosphatases	  Shp-‐1	  et	  Shp-‐2,	  sur	  les	  récepteurs	  de	  la	  

famille	   SLAM,	   suggérant	   un	   rôle	   inhibiteur	   pour	   la	   protéine	   SAP	   (Bottino	   et	   al.,	   2001;	  

Parolini	  et	  al.,	  2000;	  Sayos	  et	  al.,	  2001;	  Sayos	  et	  al.,	  1998;	  Tangye	  et	  al.,	  1999).	  Mais	   la	  

fonction	  de	  SAP	  ne	  s’arrête	  pas	  à	  ce	  rôle	  d’inhibiteur.	  Il	  a	  été	  montré	  par	  la	  suite	  que	  la	  

protéine	  SAP	  possède	  un	  rôle	  plus	  important	  en	  tant	  que	  protéine	  adaptatrice.	  En	  effet,	  il	  

a	   tout	   d’abord	   été	   observé	   que	   la	   phosphorylation	   du	   récepteur	   SLAM	   est	   fortement	  

augmentée	   lorsque	  SAP	  est	  co-‐exprimée	  avec	   la	   tyrosine	  kinase	  FynT	  (l’isoforme	  de	   la	  

tyrosine	   kinase	   Fyn	   exprimée	   dans	   les	   lymphocytes	   T)	   (Latour	   et	   al.,	   2001).	   Des	  

expériences	  complémentaires	  effectuées	  dans	  des	   lymphocytes	  T	  de	  souris	  ont	  permis	  

de	  démontrer	  que	  SAP	  recrute	  directement	  Fyn	  sur	  le	  récepteur	  SLAM.	  Un	  complexe	  tri-‐

moléculaire	  est	  alors	  formé	  permettant	  l’activation	  de	  Fyn	  qui	  va	  ensuite	  phosphoryler	  

les	  résidus	  tyrosines	  du	  récepteur	  SLAM,	  aboutissant	  à	  l’activation	  de	  la	  signalisation	  en	  

aval	  du	  récepteur	  SLAM	  via	  le	  recrutement	  des	  protéines	  SHIP,	  Dok1	  et	  Dok2	  (Chan	  et	  

al.,	   2003;	   Latour	   et	   al.,	   2003).	   Ces	   travaux	   ont	   établi	   une	   association	   directe	   non	  

conventionnelle	  entre	  le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  et	  le	  domaine	  SH3	  de	  Fyn.	  En	  effet,	  il	  n’y	  a	  

pas	  de	   région	   riche	  en	  proline	   classique	   (PxxP)	   sur	  SAP	  pouvant	  associer	  un	  domaine	  

SH3.	  Des	  études	  de	  cristallographie	  ont	  permis	  de	  démontrer	  que	   l’association	  de	  SAP	  

avec	   Fyn	   s’effectue	   par	   des	   interactions	   électrostatiques	   entre	   la	   surface	   externe	   du	  

domaine	   SH2	  de	   SAP	   composé	  de	   résidus	   chargés	  positivement	   et	   le	   domaine	   SH3	  de	  

Fyn	  composé	  de	  résidus	  chargés	  négativement	  (Figure	  27A	  et	  B).	  Sur	  le	  domaine	  SH2	  de	  

SAP,	   le	  résidu	  arginine	  R78	  apparaît	  pour	  être	  nécessaire	  à	   l’association	  en	  faisant	  des	  

liaisons	  hydrogènes	  avec	  les	  résidus	  aspartate	  D100	  et	  tryptophane	  W119	  de	  Fyn	  (Chan	  

et	  al.,	  2003).	  De	  plus,	  la	  mutation	  de	  l’arginine	  R78	  abolit	  non	  seulement	  le	  recrutement	  

de	   Fyn	   sur	   SLAM	   mais	   également	   la	   phosphorylation	   du	   récepteur	   sans	   affecter	   le	  

recrutement	   de	   SAP	   sur	   SLAM	   (Latour	   et	   al.,	   2003).	   L’association	   entre	   SAP	   et	   Fyn	  

implique	  donc	  une	  région	  différente	  sur	  le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  et	  autorise	  toujours	  la	  

liaison	  avec	  les	  tyrosines	  des	  motifs	  ITSM	  des	  récepteurs	  SLAM.	  SAP	  peut	  donc	  associer	  

simultanément	   le	  récepteur	  SLAM	  et	   la	  kinase	  Fyn,	  ce	  qui	  confère	  à	  SAP	  les	  propriétés	  

d’une	  protéine	  adaptatrice.	  De	  plus,	  le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  associe	  la	  région	  impliquée	  

dans	  le	  repliement	  auto-‐inhibiteur	  de	  Fyn.	  Ainsi,	  l’association	  de	  SAP	  avec	  Fyn	  induit	  un	  
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changement	   conformationnel	   de	   la	   protéine,	   levant	   son	   état	   d’auto-‐inhibition	   et	  

aboutissant	  à	  l’activation	  de	  la	  kinase	  (Figure	  27C).	  	  

Le	   groupe	  de	  Veillette	   a	   également	  montré	  que	   l’association	  entre	  SAP	  et	  Fyn	  est	   très	  

spécifique	   car	   ils	   n’ont	   pu	   observer	   l’association	   de	   SAP	   avec	   les	   domaines	   SH3	   des	  

autres	  tyrosine	  kinases	  de	  la	  famille	  Src	  (Latour	  et	  al.,	  2003).	  	  

	  

	  
	  

Plus	   récemment,	   différents	   groupes	   ont	   montré	   l’association	   de	   SAP,	   par	   son	   résidu	  

Arginine	  R78,	   avec	  d’autres	  partenaires,	   tels	  que	  β-‐PIX	   (un	   facteur	  d’échange	  pour	   les	  

GTPase	  Rac/Cdc42),	  NCK1,	  ainsi	  que	   la	  serine/thréonine	  kinase	  PKC-‐θ	   (Cannons	  et	  al.,	  

2010b;	   Gu	   et	   al.,	   2006;	   Li	   et	   al.,	   2009).	   Il	   a	   également	   été	  montré	   que	   SAP	   associe	   la	  
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tyrosine	  kinase	  Lck	  mais	  cette	  association	  est	  médiée	  par	  le	  domaine	  catalytique	  de	  Lck	  

et	  non	  par	  le	  domaine	  SH3	  (Simarro	  et	  al.,	  2004).	  

Ainsi,	   SAP	   peut	   recruter	   différentes	   protéines	   sur	   les	   récepteurs	   SLAM	   et	   initier	  

différentes	  signalisations	  en	  aval	  de	  ces	  récepteurs	  en	  fonction	  du	  partenaire	  associé.	  

	  

c. Les	  protéines	  EAT-‐2	  et	  ERT	  

	  

Les	  gènes	  sh2d1b	  et	   sh2d1c	  sont	  situés	  sur	   le	  chromosome	  1	  près	  du	   locus	  des	  gènes	  

codant	  pour	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  et	  codent	  respectivement	  pour	  EAT-‐2	  et	  

ERT	  (Figure	  23).	  Les	  structures	  exon-‐intron	  de	  ces	  gènes	  sont	  identiques,	  suggérant	  que	  

ces	  gènes	  dérivent	  d’un	  ancêtre	  commun.	  	  

	  

i. La	  protéine	  EAT-‐2	  

	  

EAT-‐2	  a	  tout	  d’abord	  été	  mise	  en	  évidence	  par	  son	  transcrit	  anormalement	  surexprimé	  

dans	  des	  fibroblastes	  transformés	  par	  EWS-‐FLI1,	  un	  oncogène	  impliqué	  dans	  le	  Sarcome	  

d’Ewing	  (Thompson	  et	  al.,	  1996).	  	  

L’ADNc	  de	  EAT-‐2	  humain	  est	  composé	  de	  399	  nucléotides	  et	  possède	  83%	  d’identité	  de	  

séquence	   avec	   l’ADNc	   murin.	   De	   façon	   similaire	   au	   gène	   sh2d1a,	   le	   gène	   sh2d1b	   est	  

organisé	  en	  quatre	  exons	  et	  trois	  introns	  s’étendant	  sur	  environ	  14	  kb	  du	  chromosome	  

1.	  Les	  exons	  1,	  2	  et	  la	  majorité	  de	  l’exon	  3	  code	  pour	  le	  domaine	  SH2	  de	  EAT-‐2	  alors	  que	  

la	  fin	  de	  l’exon	  3	  et	  l’exon	  4	  code	  pour	  la	  queue	  C-‐terminale	  de	  la	  protéine.	  L’analyse	  de	  

l’ARNm	  du	  gène	  sh2d1b	  montre	  que	  trois	  séquences	  ARE	  sont	  retrouvées	  dans	  sa	  région	  

3’UTR,	  suggérant	  une	  régulation	  fine	  du	  transcrit	  du	  gène	  sh2d1b	  (Morra	  et	  al.,	  2001b).	  

Chez	  la	  souris,	   le	  transcrit	  d’EAT-‐2	  a	  été	  détecté	  dans	  les	  cellules	  NK,	  les	  macrophages,	  

les	  lymphocytes	  B	  et	  les	  cellules	  dendritiques,	  alors	  que	  chez	  l’Homme,	  le	  transcrit	  a	  été	  

retrouvé	  dans	  les	  lymphocytes	  B	  et	  les	  lymphocytes	  T	  activés.	  La	  protéine	  a	  également	  

été	  observée	  dans	  les	  cellules	  NK	  et	   les	   lymphocytes	  T	  CD8+	  humains	  mais	  n’a	  pas	  été	  

détectée	  dans	   les	   lymphocytes	  T	  CD4+,	   les	   lymphocytes	  B	  ou	   les	   cellules	  dendritiques	  

(Calpe	   et	   al.,	   2006;	   Clarkson	   et	   al.,	   2007;	  Morra	   et	   al.,	   2001b;	   Roncagalli	   et	   al.,	   2005;	  

Tangye	  et	  al.,	  2003;	  Tassi	  and	  Colonna,	  2005;	  Thompson	  et	  al.,	  1996).	  	  

Le	  gène	  sh2d1b	  code	  pour	  une	  protéine	  de	  132	  acides	  aminés	  composée	  essentiellement	  

d’un	  domaine	  SH2	  suivi	  par	  une	  courte	  queue	  C-‐terminale.	  Cette	  queue	  cytoplasmique	  
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diffère	  de	  celle	  de	  SAP	  par	  la	  présence	  d’un	  résidu	  tyrosine	  (deux	  chez	  la	  souris)	  et	  qui	  

doit	  être	  phosphorylé	  pour	  que	  EAT-‐2	  acquiert	  ces	  fonctions	  inhibitrices	  (Roncagalli	  et	  

al.,	  2005).	  Le	  domaine	  SH2	  de	  EAT-‐2	  partage	  50%	  d’identité	  de	  séquence	  avec	  celui	  de	  la	  

protéine	  SAP	  et	  permet	  donc	  de	  recruter	  EAT-‐2	  sur	  les	  motifs	  ITSM	  des	  récepteurs	  de	  la	  

famille	   SLAM	   (Morra	   et	   al.,	   2001b;	   Tangye	   et	   al.,	   2003;	   Tassi	   and	   Colonna,	   2005).	  

Cependant,	  bien	  que	  SAP	  puisse	  associer	  l’ITSM	  proximal	  de	  SLAM	  sans	  que	  la	  tyrosine	  

de	   celui-‐ci	   ne	   soit	   phosphorylée,	   l’association	   de	   EAT-‐2	   sur	   les	   motifs	   ITSM	   des	  

récepteurs	  SLAM	  est	  strictement	  dépendante	  de	   la	  phosphorylation	  du	  résidu	  tyrosine	  

(Morra	  et	  al.,	  2001b).	  Les	  récepteurs	  SLAM	  possèdent	  plusieurs	  motifs	   ITSM	  dans	   leur	  

partie	   intra-‐cytoplasmique,	   ce	   qui	   va	   leur	   permettre	   d’associer	   simultanément	   SAP	   et	  

EAT-‐2.	  Il	  a	  été	  montré	  dans	  les	  cellules	  NK	  humaines	  activées	  que	  le	  recrutement	  d’EAT-‐

2	   est	   augmenté	   sur	   CRACC	   et	   qu’il	   est	   diminué	   sur	   2B4	   alors	   que	   celui	   de	   SAP	   est	  

augmenté	  (Tassi	  and	  Colonna,	  2005).	  Un	  shift	  de	  signalisation	  a	  donc	   lieu	   lorsque	  2B4	  

est	   activé	   passant	   d’une	   signalisation	   inhibitrice	   lorsque	   EAT-‐2	   est	   associée	   à	   une	  

signalisation	  activatrice	  de	  la	  cytotoxicité	  lorsque	  SAP	  est	  associée.	  

Au	   contraire	   de	   SAP,	   EAT-‐2	   ne	   possède	   pas	   le	   résidu	   arginine	   R78	   responsable	   de	  

l’association	   du	   domaine	   SH3	   de	   Fyn	   sur	   SAP.	   Pourtant,	   il	   a	   déjà	   été	   observé	   une	  

association	  entre	  EAT-‐2	  et	  Fyn	  (Calpe	  et	  al.,	  2006;	  Clarkson	  et	  al.,	  2007).	  Des	  expériences	  

de	   Biacore	   ont	   prouvé	   que	   le	   domaine	   SH2	   de	   Fyn	   associe	   un	   résidu	   tyrosine	  

phosphorylé	   sur	   EAT-‐2	   (Clarkson	   et	   al.,	   2007).	   Le	   groupe	   de	   Lanyi	   a	   caractérisé	  

l’association	  de	  EAT-‐2	  avec	  les	  membres	  de	  la	  famille	  de	  tyrosine	  kinase	  Src	  par	  double	  

hybride	  dans	  la	  levure.	  Ils	  ont	  observé	  que	  EAT-‐2	  associe	  les	  tyrosine	  kinases	  Hck,	  Fyn,	  

Lyn,	  Lck	  et	  Fgr	  et	  que	  l’interaction	  entre	  EAT-‐2	  et	   les	  différents	  membres	  de	   la	   famille	  

Src	  est	  dépendante	  uniquement	  du	  domaine	  catalytique	  de	  la	  kinase	  (Calpe	  et	  al.,	  2006).	  	  

	  
ii. La	  protéine	  ERT	  

	  

ERT	  (pour	  EAT-‐2-‐Related	  Transducer)	  est	  le	  troisième	  et	  dernier	  membre	  de	  la	  famille	  

SAP	  à	  avoir	  été	   caractérisé.	  La	  protéine	  ERT	  est	   codée	  par	   le	  gène	  sh2d1c	  situé	  sur	   le	  

chromosome	  1	  près	  du	  gène	  sh2d1b	  et	  possède	  la	  même	  organisation	  génomique	  que	  ce	  

dernier,	  suggérant	  également	  que	  ces	  deux	  gènes	  proviennent	  de	  la	  récente	  duplication	  

d’un	  gène	  commun.	  L’étude	  des	  exons	  du	  gène	  sh2d1c	  renforce	  cette	   idée.	  En	  effet,	   les	  

exons	   un	   et	   quatre	   sont	   identiques	   à	   100%	   entre	   les	   gènes	   sh2d1b	   et	   sh2d1c.	   Le	  
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deuxième	  exon	  partage	  96%	  d’identité	  alors	  que	  le	  troisième	  exon	  n’est	  identique	  qu’à	  

81%	  entre	   les	  deux	   gènes.	   Cette	   forte	   identité	  de	   séquence	   se	   retrouve	   au	  niveau	  des	  

protéines	  où	  EAT-‐2	  et	  ERT	  (qui	  possède	  également	  132	  acides	  aminés)	  sont	  identiques	  à	  

82%,	  alors	  que	  ERT	  ne	  partage	  que	  40%	  d’acides	  aminés	  identiques	  avec	  SAP	  (Calpe	  et	  

al.,	  2006).	  Au	  contraire	  de	  EAT-‐2,	  ERT	  est	  exprimée	  exclusivement	  dans	  les	  cellules	  NK	  

murines	  (Roncagalli	  et	  al.,	  2005).	  	  

Les	   mécanismes	   moléculaires	   induisant	   les	   effets	   inhibiteurs	   de	   ERT	   doivent	   être	  

similaires	  à	  ceux	  de	  EAT-‐2.	  D’une	  part,	  ces	  deux	  protéines	  possèdent	  une	  séquence	  en	  

acides	  aminés	  très	  proches	  ;	  le	  domaine	  SH2	  de	  ERT	  associe	  également	  les	  motifs	  ITSM	  

des	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  ;	  et	  enfin,	  ERT	  possède	  les	  mêmes	  deux	  tyrosines	  dans	  

sa	   partie	   C-‐terminale	   que	   EAT-‐2.	   De	   plus,	   de	   manière	   similaire	   à	   EAT-‐2,	   ERT	   peut	  

associer	   les	   domaines	   catalytiques	   des	   tyrosine	   kinases	   de	   la	   famille	   Src	   (Calpe	   et	   al.,	  

2006).	  	  

	  

Bien	  que	  les	  protéines	  SAP,	  EAT-‐2	  et	  ERT	  appartiennent	  à	  la	  même	  famille	  de	  protéine	  

adaptatrice	   à	   simple	   domaine	   SH2,	   il	   semblerait	   que	   ces	   protéines	   aient	   évolué	   pour	  

avoir	  différents	  rôles	  dans	  l’activation	  des	  lymphocytes.	  	  

	  
4. Fonctions	  biologiques	  régulées	  par	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  

	  

a. Signalisation	  médiée	  par	  SLAM	  (CD150)	  

	  
Le	   récepteur	   SLAM,	   appelé	   initialement	   IPO-‐3,	   a	   été	   découvert	   en	   1993	   comme	  

marqueur	   surexprimé	   dans	   les	   lymphocytes	   T	   activés.	   SLAM	   possède	   une	   expression	  

restreinte	  aux	  lignées	  hématopoïétiques	  et	  plus	  particulièrement	  dans	  les	  lymphocytes	  

T	  et	  B,	   les	  macrophages,	   les	  plaquettes	  et	  les	  DC	  matures,	  où	  son	  expression	  augmente	  

après	  activation	   in	  vitro	  (Ma	  et	  al.,	  2007;	  Sidorenko	  and	  Clark,	  1993).	  L’engagement	  du	  

récepteur	   SLAM,	   par	   interaction	   homotypique,	   induit	   le	   recrutement	   de	   SAP	   et	   sa	  

phosphorylation	  par	  Fyn	  permettant	   le	  recrutement	  de	   l’inositol	  phosphatase	  SHIP	  via	  

son	  domaine	  SH2.	  SHIP	  est	  à	  son	  tour	  phosphorylée	  et	  recrute	  les	  protéines	  adaptatrices	  

Dok1	  et	  Dok2	  ainsi	  que	  Shc	   et	  Ras-‐GAP	   formant	  un	   complexe	  protéique	  aboutissant	   à	  

une	  diminution	  de	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  induit	  par	  l’activation	  du	  TCR	  dans	  une	  lignées	  

de	  cellules	  issues	  d’un	  thymome	  murin	  (Figure	  28)	  (Latour	  et	  al.,	  2001).	  Il	  a	  également	  

été	  démontré	  que	  SAP	  interagit	  constitutivement	  avec	  la	  PKC-‐θ	  et	  que	  le	  recrutement	  de	  
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SAP	   sur	   SLAM	   régule	   positivement	   l’activation	   de	   la	   PKC-‐θ	   et	   de	   la	   cascade	   de	  

signalisation	  menant	   à	   l’activation	   de	  NF-‐κB	   et	   à	   la	   production	   d’IL-‐4	   (Cannons	   et	   al.,	  

2010b;	  Cannons	  et	  al.,	  2004).	  L’activation	  de	  la	  signalisation	  médiée	  par	  le	  couple	  SLAM-‐

SAP	  favorise	  donc	  l’apparition	  d’un	  phénotype	  Th2	  et	  la	  commutation	  de	  classe	  dans	  les	  

lymphocytes	   B	   vers	   l’isotype	   IgE	   (Czar	   et	   al.,	   2001;	   Wu	   et	   al.,	   2001).	   Des	   études	  

complémentaires	  utilisant	  des	  souris	  déficientes	  pour	  le	  récepteur	  SLAM	  ont	  montré	  un	  

défaut	  dans	  la	  production	  d’IL-‐4	  par	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  purifiés,	  confirmant	  le	  rôle	  

central	   du	   couple	   SLAM-‐SAP	   dans	   la	   sécrétion	   d’IL-‐4.	   Cependant,	   ce	   défaut	   est	  moins	  

prononcé	   dans	   les	   souris	   déficientes	   pour	   SLAM	   que	   dans	   les	   souris	   déficientes	   pour	  

SAP,	   suggérant	   que	   d’autres	   mécanismes	   régulés	   par	   SAP	   entre	   en	   jeu	   pour	   la	  

production	  d’IL-‐4	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+.	  	  

	  

La	   co-‐activation	   du	   TCR	   et	   du	   récepteur	   SLAM	   augmente	   l’activité	   cytotoxique,	   la	  

production	   d’IFN-‐γ	   et	   la	   libération	   de	   granules	   cytotoxiques	   des	   lymphocytes	   T	   CD8+	  

humains.	  Cependant,	  l’implication	  de	  SLAM	  dans	  la	  cytotoxicité	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

reste	  encore	  controversée	  car	   les	   souris	  déficientes	  en	  SLAM	  génèrent	  une	  population	  

normale	  de	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques	  fonctionnels	  (Henning	  et	  al.,	  2001;	  McCausland	  

et	  al.,	  2007).	  

	  

Dans	   les	  macrophages,	   l’engagement	  de	  SLAM	  après	  activation	  par	   le	  LPS	  provoque	   la	  

sécrétion	  d’IL-‐12	  et	  de	  TNF-‐α	   ainsi	   que	   la	  production	  de	   radicaux	   libres	  de	   l’oxygène,	  

comme	  l’oxyde	  nitrique	  (NO).	  L’activation	  de	  SLAM	  inhibe	  également	  la	  production	  d’IL-‐

6	  par	   les	  macrophages.	  SLAM	  agit	  donc	  dans	   les	  macrophages	  comme	  un	  co-‐récepteur	  

qui	   régule	   les	   signaux	   induits	   par	   le	   TLR-‐4	   mais	   ne	   possède	   pas	   de	   rôle	   dans	   la	  

phagocytose.	   Les	   macrophages	   n’expriment	   pas	   SAP	   mais	   EAT-‐2,	   suggérant	   une	  

activation	  du	  récepteur	  SLAM	  indépendamment	  de	  SAP	  (Wang	  et	  al.,	  2004).	  Le	  rôle	  de	  

SLAM	  dans	  l’activation	  des	  DC	  n’est	  toujours	  pas	  compris	  à	  ce	  jour.	  Une	  étude	  a	  montré	  

que	  l’activation	  de	  SLAM	  sur	  les	  DC	  activés	  par	  le	  LPS	  entraine	  la	  production	  d’IL-‐12	  et	  

de	   CXCL8	   (Bleharski	   et	   al.,	   2001).	   Une	   étude	   similaire	   plus	   récente	   montre	   que	   la	  

production	  d’IL-‐6,	  d’IL-‐12	  et	  de	  TNF-‐α	   est	  grandement	   inhibée	  par	  SLAM	  dans	  des	  DC	  

activés	   par	   le	   LPS.	   Cependant,	   les	   DC	   activés	   par	   le	   LPS	   expriment	   normalement	   les	  

marqueurs	  d’activation	  CD80	  et	  CD86	  à	  leur	  surface,	  suggérant	  un	  rôle	  négatif	  de	  SLAM	  

dans	  la	  production	  de	  cytokines	  par	  les	  DC	  (Rethi	  et	  al.,	  2006).	  	  
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Le	   complexe	   SLAM/SAP/Fyn/PKC-‐θ,	   impliqué	   dans	   la	   production	   de	   cytokines	   des	  

lymphocytes	  T	   CD4+,	   a	   également	   été	  montré	   comme	   essentiel	   au	   développement	   des	  

cellules	  NKT.	  En	  effet,	  les	  souris	  déficientes	  pour	  SAP	  ou	  pour	  Fyn	  ne	  développent	  pas	  de	  

cellules	   NKT	   alors	   que	   les	   absences	   de	   PKC-‐θ	   ou	   de	   Bcl10	   diminuent	   fortement	   le	  

nombre	  de	  cellules	  NKT	  (Borowski	  and	  Bendelac,	  2005;	  Gadue	  et	  al.,	  1999;	  Pasquier	  et	  

al.,	   2005).	   L’implication	   de	   SAP	   et	   de	   Fyn	   dans	   le	   développement	   des	   cellules	   NKT	  

suggère	   un	   rôle	   des	   récepteurs	   de	   la	   famille	   SLAM	   dans	   ce	   processus.	   Les	   souris	  

déficientes	  soient	  pour	  SLAM	  soient	  pour	  NTB-‐A	  ont	  un	  nombre	  normal	  ou	  légèrement	  

diminué	   de	   cellules	   NKT,	   suggérant	   une	   redondance	   dans	   les	   fonctions	   des	   différents	  

récepteurs	  SLAM.	  L’extinction	  de	  ces	  deux	  récepteurs	  est	  nécessaire	  pour	  inhiber	  à	  plus	  

de	  90%	  le	  développement	  des	  cellules	  NKT	  (Griewank	  et	  al.,	  2007).	  

	  

	  

b. Signalisation	  médiée	  par	  2B4	  

	  

2B4	   est	   exprimé	   principalement	   par	   les	   cellules	   NK,	   les	   monocytes,	   les	   basophiles	   et	  

environ	   50%	   des	   lymphocytes	   T	   CD8+.	   Le	   ligand	   naturel	   de	   2B4	   est	   CD48	   et	  

l’engagement	  de	  2B4	  par	  CD48	   induit	   la	  cytotoxicité	  et	   la	  production	  de	  cytokines	  par	  

les	  cellules	  NK	  humaines	  et	  murines	  (Ma	  et	  al.,	  2007).	  	  

2B4	   possède	   quatre	   motifs	   ITSM	   dont	   les	   tyrosines	   sont	   phosphorylées	   après	  

engagement	  du	  récepteur	  (Figure	  24).	  SAP	  peut	  associer	  les	  quatre	  motifs	  ITSM	  même	  si	  

son	   association	   avec	   l’ITSM	   proximal	   de	   la	   membrane	   est	   suffisante	   pour	   induire	  

l’activation	  des	  cellules	  NK.	  SAP	  recrute	  Fyn	  sur	  2B4,	  ce	  qui	  résulte	  en	  une	  augmentation	  

de	  la	  phosphorylation	  de	  2B4	  et	  le	  recrutement	  et	  la	  phosphorylation	  des	  protéines	  de	  

signalisation	   Vav1,	   SHIP	   et	   Cbl-‐c	   (Figure	   28)	   (Chen	   et	   al.,	   2004).	   Des	   études	  

complémentaires	  ont	  montré	  que	  2B4	  associe	  constitutivement	  la	  protéine	  adaptatrice	  

LAT	  et	  que	  cette	  association	  est	  nécessaire	  à	  la	  fonction	  cytotoxique	  des	  cellules	  activées	  

par	  2B4.	  En	  effet,	  Bottino	  et	  ses	  collègues	  ont	  montré	  que,	  suite	  à	  l’engagement	  de	  2B4,	  

LAT	  est	  phosphorylée	  et	  recrute	   la	  PLC-‐γ	  et	   la	  protéine	  adaptatrice	  Grb2	  aboutissant	  à	  

l’activation	   des	   voies	   MAPKinases.	   L’étude	   des	   souris	   lat-‐/-‐	   montre	   une	   activité	  

cytotoxique	   normale	   des	   cellules	   NK	   contre	   la	   ligne	   cellulaire	   YAC-‐1	   (sensible	   aux	  

cellules	  NK),	  cependant	  la	  cytotoxicité	  induite	  par	  l’engagement	  de	  2B4	  est	  inhibée	  dans	  

ces	  cellules.	  Ainsi,	  à	  la	  fois	  les	  cellules	  NK	  issues	  de	  souris	  sap-‐/-‐	  et	   lat-‐/-‐	  présentent	  des	  
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défauts	  d’activation	  de	  la	  cytotoxicité	  médiée	  par	  2B4,	  suggérant	  que	  ces	  deux	  protéines	  

sont	  impliquées	  dans	  la	  signalisation	  en	  aval	  de	  l’activation	  de	  2B4	  (Bottino	  et	  al.,	  2000;	  

Klem	  et	  al.,	  2002).	  

Dans	   les	   cellules	   NK,	   2B4	   a	   tout	   d’abord	   été	   montré	   comme	   co-‐activateur	   de	   la	  

cytotoxicité	  médiée	  par	  les	  récepteurs	  cytotoxiques	  naturels,	  comme	  NKp46,	  NKp44	  et	  

NKp30,	  ainsi	  que	  lors	  de	  l’activation	  de	  CD16.	  En	  effet,	  une	  étude	  récente	  a	  montré	  que	  

2B4	   synergise	   avec	   CD16,	   NKp46,	   NKG2D	   et	   DNAM-‐1	   pour	   augmenter	   le	   flux	   de	   Ca2+	  

intracellulaire.	  De	  plus,	  la	  co-‐activation	  de	  2B4	  avec	  NKG2D,	  DNAM-‐1	  ou	  CD2	  augmente	  

la	  production	  de	  TNF-‐α	  et	  d’IFN-‐γ	  dans	  les	  cellules	  NK	  (Bryceson	  et	  al.,	  2006;	  Sivori	  et	  

al.,	  2000).	  

Il	   a	   également	   été	   rapporté	   que	   l’engagement	   de	   2B4	   permet	   d’augmenter	   la	  

prolifération	   et	   la	   cytotoxicité	   médiée	   par	   les	   lymphocytes	   T	   CD8+.	   Dupre	   et	   ses	  

collègues	   ont	   montré	   que	   l’interaction	   entre	   un	   lymphocyte	   T	   CD8+	   et	   une	   cellule	  

présentant	   CD48	   induit	   la	   relocalisation	   de	   2B4	   dans	   les	   radeaux	   lipidiques	   et	   la	  

polarisation	   des	   granules	   cytotoxiques	   au	   niveau	   du	   site	   de	   contact.	   Ce	   mécanisme,	  

dépendant	  de	   la	   signalisation	  médiée	  par	  2B4,	  permet	   la	   lyse	  de	   la	   cellule	   cible	   et	   est	  

inhibé	   dans	   les	   cellules	   déficientes	   pour	   SAP	   (Dupre	   et	   al.,	   2005;	   Kambayashi	   et	   al.,	  

2001).	  	  

	  

c. Signalisation	  médiée	  par	  NTB-‐A	  

	  

NTB-‐A	   (pour	   NK-‐T-‐B	   cell	   Antigen)	   a	   été	   initialement	   décrit	   dans	   la	   souris	   et	   appelé	  

Ly108	  puis	  a	  ensuite	  été	  cloné	  chez	   l’Homme.	  NTB-‐A	  est	  exprimé	  dans	   les	  cellules	  NK,	  

les	   lymphocytes	  T	   et	  B	   ainsi	   que	  dans	   les	   éosinophiles.	  NTB-‐A	  possède	  dans	   sa	  partie	  

intracytoplasmique	   deux	   motifs	   ITSM	   qui	   sont	   phosphorylés	   et	   qui	   permettent	   le	  

recrutement	   de	   SAP	   après	   engagement	   du	   récepteur	   par	   interaction	   homophilique	   ou	  

par	  anticorps	  (Bottino	  et	  al.,	  2001;	  Ma	  et	  al.,	  2007).	  	  

NTB-‐A	  semble	  avoir	  un	  rôle	  similaire	  que	  2B4	  dans	  l’activation	  des	  cellules	  NK.	  En	  effet,	  

l’activation	  de	  NTB-‐A	  résulte	  en	  une	  augmentation	  de	  la	  cytotoxicité	  et	  de	  la	  production	  

de	  cytokines	  dans	  les	  cellules	  NK	  (Falco	  et	  al.,	  2004).	  Une	  étude	  récente	  a	  montré	  le	  rôle	  

distinct	  de	  SAP	  et	  de	  EAT-‐2	  dans	  les	  fonctions	  biologiques	  régulées	  par	  NTB-‐A	  dans	  les	  

cellules	  NK.	   Eissman	   et	  Watzl	   ont	  montré	   que	   suite	   à	   l’engagement	   de	  NTB-‐A,	   SAP	   et	  

EAT-‐2	   sont	   recrutées	   sur	   la	  même	  molécule	  NTB-‐A.	   SAP	   associe	   préférentiellement	   le	  
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motif	  ITSM	  proximal	  de	  la	  membrane	  alors	  que	  EAT-‐2	  associe	  les	  deux	  autres	  tyrosines	  

présentes	   dans	   la	   queue	   cytoplasmique	   de	   NTB-‐A.	   De	   plus,	   ils	   ont	   démontré	   que	  

l’activité	  cytotoxique	  des	  cellules	  NK	  dépendante	  de	   l’activation	  de	  NTB-‐A	  est	   toujours	  

fonctionnelle	  dans	  des	   cellules	  déficientes	  pour	  SAP.	  Cependant,	   ces	   cellules	  montrent	  

une	   forte	  diminution	  de	  production	  d’IFN-‐γ	   après	  activation	  du	   récepteur.	  En	  utilisant	  

des	   formes	  mutées	   de	   NTB-‐A	   sur	   les	   différentes	   tyrosines,	   les	   auteurs	   de	   l’étude	   ont	  

observé	  une	  inhibition	  de	   la	  cytotoxicité	  des	  cellules	  NK	  lorsque	  le	  récepteur	  n’associe	  

plus	  EAT-‐2.	  Les	  auteurs	  ont	  donc	  conclu	  que	  l’activation	  de	  NTB-‐A	  dans	  les	  cellules	  NK	  

permet	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  par	  un	  mécanisme	  contrôlée	  par	  SAP	  et	  la	  lyse	  des	  cellules	  

cibles	  par	  un	  mécanisme	  régulé	  par	  EAT-‐2	  (Eissmann	  and	  Watzl,	  2006).	  	  

Dans	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+,	   NTB-‐A	   agit	   comme	   un	   co-‐activateur	   en	   augmentant	   la	  

prolifération,	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  et	  l’expression	  du	  marqueur	  d’activation	  CD69	  après	  

une	   co-‐activation	   CD3+NTB-‐A.	   De	   plus,	   il	   semblerait	   que	   NTB-‐A	   favorise	   la	  

différenciation	   des	   lymphocytes	   T	   CD4+	   naïfs	   vers	   un	   phénotype	   Th1.	   En	   effet,	  

l’activation	   de	   NTB-‐A	   augmente	   la	   production	   d’IFN-‐γ	   que	   dans	   les	   cellules	   Th1	   et	  

l’utilisation	   in	  vivo	   d’une	  protéine	   recombinante	   composée	  du	  domaine	   extracellulaire	  

de	  NTB-‐A	  associé	  à	  un	  domaine	  Fc	  bloque	   la	  commutation	  de	  classe	  vers	  des	   isotypes	  

IgG2a	  et	  IgG3	  qui	  sont	  normalement	  induits	  par	  les	  cellules	  Th1	  (Valdez	  et	  al.,	  2004).	  	  

Enfin,	  il	  a	  également	  été	  rapporté	  dans	  la	  littérature	  un	  rôle	  pour	  le	  couple	  NTB-‐A/SAP	  

dans	   l’activation	   de	   la	   mort	   induite	   par	   restimulation	   par	   l’antigène	   (AICD	   pour	  

Activation-‐Induced	   Cell	   Death).	   En	   effet,	   Snow	   et	   ses	   collègues	   ont	   observé	   une	  

diminution	  de	  l’AICD,	  associée	  à	  une	  diminution	  de	  l’expression	  de	  Bim,	  dans	  les	  cellules	  

T	  activées	  déficientes	  pour	  SAP	  ou	  pour	  NTB-‐A.	  Les	  investigateurs	  ont	  alors	  suggéré	  que	  

SAP	   influence	   l’AICD	   en	   régulant	   les	   signaux	   induits	   par	   le	   TCR	   nécessaires	   à	  

l’expression	   de	   protéines	   clés	   dans	   l’apoptose,	   telles	   que	   Bim	   ou	   FasL	   (Snow	   et	   al.,	  

2009).	  

	  

d. Signalisation	  médiée	  par	  les	  autres	  récepteurs	  SLAM	  

	  

Le	   rôle	  de	  CD84,	   Ly9	  ou	  CRACC	  dans	   l’homéostasie	  des	   cellules	   immunes	   a	   été	  moins	  

étudié.	   Après	   engagement	   des	   récepteurs,	   CD84	   et	   Ly9	   associent	   SAP	   alors	   que	   la	  

fonction	  de	  CRACC	  ne	  semble	  pas	  dépendante	  de	  SAP	  mais	  de	  son	  association	  avec	  EAT-‐

2	  (Ma	  et	  al.,	  2007).	  
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CD84	  est	  exprimé	  par	  les	  cellules	  myéloïdes	  ainsi	  que	  par	  les	  lymphocytes	  T	  et	  B.	  CD84	  

agit	  comme	  un	  co-‐récepteur	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  en	  augmentant	  la	  prolifération	  et	  la	  

production	   d’IFN-‐γ	   après	   activation	   CD3	   (Tangye	   et	   al.,	   2003).	   Une	   étude	   récente	   a	  

également	  montré	  que	  CD84	  permet	  de	  prolonger	  le	  contact	  entre	  les	  lymphocytes	  T	  et	  

B	   par	   interaction	   homotypique.	   Ce	   mécanisme,	   dépendent	   de	   SAP,	   requiert	   la	  

coopération	   de	   NTB-‐A	   et	   est	   nécessaire	   à	   la	   formation	   du	   centre	   germinatif	   et	   à	  

l’induction	  d’une	  réponse	  humorale	  adéquate	  (Cannons	  et	  al.,	  2010a).	  

	  

Le	   récepteur	   Ly9	   est	   exprimé	   uniquement	   dans	   les	   lymphocytes	   T	   et	   B	   ainsi	   que	  

légèrement	   dans	   les	   cellules	   NK.	   L’activation	   de	   Ly9	   induit	   sa	   phosphorylation	   et	   le	  

recrutement	   des	   protéines	   SAP,	   qui	   est	   nécessaire	   à	   sa	   complète	   phosphorylation,	   et	  

EAT-‐2	  (Simarro	  et	  al.,	  2004).	  Une	  étude	  a	  également	  rapporté	  l’association	  de	  Grb2	  avec	  

la	   tyrosine	   Y606	   de	   Ly9,	   ce	   qui	   autorise	   toujours	   le	   recrutement	   de	   SAP,	   après	   co-‐

activation	  CD3+Ly9	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  (Martin	  et	  al.,	  2005).	  Enfin,	  la	  sous-‐unité	  µ2	  

du	   complexe	   AP-‐2	   associe	   la	   tyrosine	   Y470	   de	   Ly9,	   sans	   interférer	   également	   avec	   le	  

recrutement	   de	   SAP	   (Del	   Valle	   et	   al.,	   2003).	   Ces	   deux	   études	   ont	   montré	   que	   les	  

recrutements	  de	  la	  sous-‐unité	  µ2	  et	  de	  Grb2	  sur	  Ly9	  provoquent	  son	  endocytose	  suite	  à	  

l’engagement	  du	  récepteur,	  et	  que	  ce	  mécanisme,	  unique	  à	  Ly9,	  n’est	  pas	  observé	  chez	  

les	  autres	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM.	  Le	  recrutement	  de	  Grb2	  induit	  également	  une	  

légère	  diminution	  de	  l’activation	  de	  Erk1/2	  ainsi	  que	  de	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  dans	  les	  

lymphocytes	  T	  activés	  par	  CD3,	  suggérant	  un	  rôle	  négatif	  pour	  Ly9	  dans	  l’activation	  T.	  	  

L’utilisation	   de	   souris	   déficientes	   pour	   Ly9	   a	   permis	   d’étudier	   son	   rôle	   in	   vivo.	   Les	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  des	  souris	  Ly9-‐/-‐	  ont	  une	  production	  quasi	  normale	  d’IL-‐4	  et	  d’IFN-‐

γ	   mais	   présentent	   une	   légère	   diminution	   dans	   la	   production	   d’IL-‐2	   et	   dans	   la	  

prolifération	   des	   cellules	   après	   activation	   CD3+CD28.	   Cependant,	   ces	   souris	   montent	  

une	  réponse	  humorale	  adéquate	  pour	  combattre	  une	   infection	  par	  LCMV.	  Ainsi,	   le	  rôle	  

de	   Ly9	   dans	   l’homéostasie	   du	   système	   immunitaire	   n’est	   pas	   encore	   bien	   compris	   et	  

nécessite	  d’être	  approfondi	  dans	  le	  futur	  (Graham	  et	  al.,	  2006).	  

	  

Le	  récepteur	  CRACC	  est	  exprimé	  par	  les	  cellules	  NK,	  les	  lymphocytes	  T	  et	  B	  activés	  ainsi	  

que	   dans	   les	   DC	   activés	   et	   les	   macrophages	   (Cruz-‐Munoz	   et	   al.,	   2009).	   Bien	   que	   ce	  

récepteur	  possède	  deux	  motifs	  ITSM	  dans	  sa	  partie	  intracytoplasmique,	  CRACC	  n’associe	  

pas	   SAP	   mais	   son	   activation	   permet	   le	   recrutement	   de	   EAT-‐2	   qui	   induit	   sa	  
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phosphorylation	   complète.	   Dans	   les	   cellules	   NK,	   l’engagement	   de	   CRACC	   augmente	   la	  

lyse	   des	   cellules	   cibles	   par	   un	   mécanisme	   impliquant	   EAT-‐2,	   les	   PLC-‐γ1/2	   et	   Erk1/2	  

(Cruz-‐Munoz	   et	   al.,	   2009;	   Tassi	   and	   Colonna,	   2005).	   CRACC	   est	   induit	   dans	   les	  

lymphocytes	  T	  activés	  par	  CD3+CD28	  pendant	  au	  moins	  24h.	  Cependant,	  l’activation	  de	  

CRACC	   inhibe	   les	   lymphocytes	  T	  en	  diminuant	   leur	  prolifération	  ainsi	  que	   la	  sécrétion	  

d’IL-‐2	   et	   d’IFN-‐γ	   (Cruz-‐Munoz	   et	   al.,	   2009).	   Enfin,	   dans	   les	   lymphocytes	   B	   activés	   par	  

CD40	   et	   l’IL-‐4,	   l’engagement	   de	   CRACC	   augmente	   la	   prolifération	   et	   la	   sécrétion	   de	  

cytokines,	  comme	  le	  flt3-‐L,	  le	  TNF-‐α	  ou	  l’IL-‐14	  (Lee	  et	  al.,	  2007).	  

	  

L’association	  de	  la	  protéine	  SAP	  avec	  les	  différents	  membres	  de	  la	  famille	  SLAM	  régule	  

de	   nombreuses	   fonctions	   dans	   l’activation	   des	   réponses	   innées	   et	   humorales	   (Figure	  

29).	  De	  nombreuses	  études	  ont	  montré	  que	  plusieurs	  récepteurs	  SLAM	  sont	  exprimés	  à	  

la	   surface	   des	   cellules	   immunes	   permettant	   une	   redondance	   dans	   leur	   fonction.	  

Cependant	  la	  perte	  de	  l’expression	  de	  la	  protéine	  SAP	  annihile	  complètement	  l’activation	  

médiée	  par	   les	   récepteurs	  SLAM,	  comme	  en	   témoignent	   les	  expériences	  effectuées	  sur	  

des	   souris	   sap-‐/-‐.	   A	   la	   fin	   des	   années	   90,	   trois	   groupes	   différents	   identifièrent	   le	   gène	  

sh2d1a	   comme	   étant	   responsable	   du	   syndrome	   lymphoprolifératif	   lié	   à	   l’X	   (XLP),	   une	  

grave	   maladie	   génétique	   caractérisée	   par	   une	   réponse	   immune	   inappropriée	   face	   à	  

l’infection	  par	  l’EBV.	  
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IV. Le	  syndrome	  lymphoprolifératif	  lié	  à	  l’X	  (XLP)	  

	  

1. Généralités	  

	  

Le	   syndrome	   lymphoprolifératif	   lié	   à	   l’X	   (appelé	   aussi	   le	   syndrome	   de	   Purtillo	   ou	  

maladie	   de	  Duncan)	   est	   une	  maladie	   génétique	   récessive	   rare	   affectant	   1	   à	   3	   garçons	  

pour	   1	  million	   (Morra	   et	   al.,	   2001a).	   Il	   fut	   caractérisé	   pour	   la	   première	   fois	   en	   1975,	  

lorsque	  Purtillo	  et	  al	  (Purtilo	  et	  al.,	  1975)	  rapportèrent	  les	  cas	  de	  6	  enfants	  mâles	  d’une	  

même	   famille	   décédés	   de	   mononucléose	   infectieuse	   fulminante.	   Ces	   enfants	   ont	  

développé	   une	  maladie	   lymphoproliférative,	   accompagnée	   d’une	   hépatosplénomégalie	  

et	   de	   taux	   variables	   d’immunoglobulines	   dans	   le	   sérum.	   Trois	   de	   ces	   enfants	  

développèrent	  la	  maladie	  suite	  à	  une	  infection	  par	  l’Epstein-‐Barr	  Virus	  sans	  développer	  

d’anticorps	  dirigés	  contre	  le	  virus,	  suggérant	  que	  les	  patients	  XLP	  montent	  une	  réponse	  

immunitaire	   dérégulée	   face	   à	   cette	   infection.	   Purtillo	   émis	   l’hypothèse	   que	   ces	  

phénotypes	  proviendraient	  d’un	  défaut	  de	  fonctions	  des	  lymphocytes	  T	  helper	  de	  type	  2	  

dirigés	   contre	   l’EBV	   et	   pouvant	   également	   aboutir	   aux	   dysgammaglobulinémies	  

observées	  dans	  la	  maladie.	  En	  conséquence,	   les	  réponses	  de	  types	  Th1	  pourraient	  être	  

prolongées	   de	   façon	   excessive,	   expliquant	   ainsi	   l’activation	   et	   l’accumulation	   des	  

lymphocytes	  T	  CD8+,	  des	  cellules	  NK	  et	  des	  macrophages	  (Purtilo	  et	  al.,	  1975).	  

Plus	   tard,	   trois	   groupes	   indépendants	   ont	   découvert	   que	   les	   mutations	   sur	   le	   gène	  

sh2d1a	  aboutissent	  à	  une	  protéine	  SAP	  non	  fonctionnelle	  et	  sont	  la	  cause	  du	  syndrome	  

lymphoprolifératif	  lié	  à	  l’X	  (Coffey	  et	  al.,	  1998;	  Nichols	  et	  al.,	  1998;	  Sayos	  et	  al.,	  1998).	  

	  

Les	   patients	   atteints	   de	   ce	   syndrome	   vont	   présenter	   trois	   manifestations	   cliniques	  

majeures	  :	   une	   mononucléose	   infectieuse	   fulminante	   (FIM),	   des	   désordres	  

lymphoprolifératifs	  (principalement	  des	  lymphomes	  B)	  et	  des	  dysgammaglobulinémies	  

(incluant	   des	   hypoglobulinémies	   et	   des	   hypergammaglobulinémies	   caractérisées	   par	  

des	  taux	  élevés	  d’IgM)	  (Seemayer	  et	  al.,	  1995).	  
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2. Manifestations	  cliniques	  des	  patients	  XLP	  

	  

a. La	  mononucléose	  infectieuse	  fulminante	  

	  

La	  mononucléose	   infectieuse	   fulminante	   (FIM)	   est	   la	  principale	  manifestation	   clinique	  

chez	  les	  patients	  XLP.	  La	  FIM	  se	  déclare	  seulement	  lors	  de	  l’infection	  par	  l’EBV	  et	  touche	  

environ	   60%	   des	   patients.	   La	   moyenne	   d’âge	   d’apparition	   des	   symptômes	   se	   situe	  

autour	  des	  3	  ans	  et	  la	  durée	  de	  vie	  des	  patients	  après	  infection	  par	  l’EBV	  est	  seulement	  

de	   1	   à	   2	  mois	   (Seemayer	   et	   al.,	   1993).	   Les	   symptômes	   sont	   ceux	   des	  mononucléoses	  

infectieuses	   tels	   que	  :	   fièvre,	   fatigue,	   malaise,	   maux	   de	   gorge,	   lymphadénopathie,	  

hépatosplénomégalie,	   lymphocytoses	   atypiques,	   et	   des	   taux	   variables	  

d’immunoglobulines	   sanguins,	   allant	   de	   l’agammaglobulinémie	   à	   l’hyperglobulinémie	  

(Purtilo	  et	  al.,	  1982).	  Les	  examens	  histologiques	  des	  coupes	  d’organes	  affectés	  montrent	  

des	  infiltrats	  polyclonaux	  de	  lymphocytes	  B	  infectés	  par	  l’EBV,	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  

et	  CD8+	  réactifs	  ainsi	  que	  des	  macrophages	  activés	  témoignant	  d’une	  hémophagocytose.	  

Les	   patients	   XLP	   qui	   développent	   une	   FIM	   vont	   présenter	   pour	   89%	   d’entre	   eux	   des	  

dysfonctions	   hépatiques,	   pour	   81%	   des	   troubles	   anémiques	   et	   pour	   93%	   des	  

thrombocytopénies.	  Les	  dysfonctions	  hépatiques	  et	  les	  hémorragies	  touchant	  le	  système	  

nerveux	   central,	   le	   tractus	   gastro-‐intestinal	   ou	   les	   poumons	   sont	   les	   causes	   les	   plus	  

fréquentes	  de	  décès	  chez	  ces	  patients,	  où	   le	   taux	  de	  survie	  n’est	  seulement	  que	  de	  4%	  

(Nichols	  et	  al.,	  2005b;	  Schuster	  and	  Kreth,	  2000).	  

	  

b. Les	  syndromes	  lymphoprolifératifs	  

	  

Les	  désordres	  lymphoprolifératifs,	  incluant	  les	  lymphomes	  malins,	  se	  développent	  dans	  

environ	  30%	  des	  cas	  XLP,	  souvent	  en	  combinaison	  avec	  des	  dysgammaglobulinémies	  et	  

des	   FIM.	   L’âge	   moyen	   du	   diagnostique	   des	   lymphomes	   est	   d’environ	   5	   ans	   chez	   les	  

patients	   EBV+	   ou	   de	   8	   ans	   chez	   les	   patients	   EBV-‐.	   La	   majorité	   des	   lymphomes	   se	  

déclarent	  en	  dehors	  des	  ganglions	  lymphatiques	  et	  pour	  75%	  des	  cas	  dans	  la	  région	  iléo-‐

caecal.	   D’autres	   sites	   communs	   d’apparition	   de	   ces	   tumeurs	   sont	   le	   système	   nerveux	  

central,	   le	   foie	  et	   les	  reins	  (Nichols	  et	  al.,	  2005b).	  Environ	  90%	  des	   lymphomes	  malins	  

sont	  d’origine	  des	  cellules	  B,	  avec	  53%	  de	   lymphomes	  de	  Burkitt,	  18%	  de	   lymphomes	  

immunoblastiques,	  12%	  de	  lymphomes	  à	  grandes	  cellules,	  12%	  de	  lymphomes	  à	  petites	  
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cellules	  et	  5%	  de	  lymphomes	  inclassables	  (Egeler	  et	  al.,	  1992;	  Harrington	  et	  al.,	  1987).	  

Très	  rarement,	  les	  malades	  XLP	  développent	  la	  maladie	  de	  Hodgkin	  ou	  des	  lymphomes	  

de	  cellules	  T.	  Il	  a	  été	  estimé	  que	  le	  risque	  de	  développer	  un	  lymphome	  est	  200	  fois	  plus	  

élevé	  chez	  les	  patients	  XLP	  que	  dans	  la	  population	  normale	  (Nichols	  et	  al.,	  2005b).	  	  

Bien	   que	   moins	   répandu	   que	   les	   lymphomes,	   les	   patients	   XLP	   développent	   des	  

désordres	  lymphoprolifératifs	  non	  malins	  plus	  fréquemment	  que	  la	  moyenne.	  Cela	  inclut	  

des	   granulomatoses	   lymphoïdes,	   des	   granulomatoses	   de	  Wegener	   et	   des	   vascularites	  

nécrosantes	   (Dutz	   et	   al.,	   2001;	   Seemayer	   et	   al.,	   1995).	   Les	   analyses	   histologiques	   ont	  

montré	  des	  degrés	  variables	  d’infiltration	  dans	  les	  parois	  des	  vaisseaux	  sanguins	  et	  dans	  

les	   tissus	   perivasculaires.	   Environ	   35%	   des	   patients	   XLP	   qui	   développent	   des	  

lymphomes	  malins	  survivent	  sur	  une	  longue	  période	  pouvant	  aller	  jusqu’à	  39	  ans	  (avec	  

une	  moyenne	  de	  19	  ans)	  pour	  les	  patients	  EBV-‐	  (Seemayer	  et	  al.,	  1995).	  

	  

c. Les	  désordres	  immunoglobulinémiques	  

	  

Les	  dysgammaglobulinémies	   touchent	  30%	  des	  patients	  XLP	  et	  se	  développent	  en	  une	  

hypoglobulinémie	   progressive	   soit	   avant	   ou	   après	   infection	   par	   l’EBV.	   L’âge	   moyen	  

d’apparition	  des	  symptômes	  est	  de	  8	  ans.	  Les	  patients	  présentent	  une	  réduction	  globale	  

du	  taux	  d’immunoglobulines	  dans	  le	  sang	  avec	  dans	  la	  plupart	  des	  cas	  un	  nombre	  plus	  

élevé	   d’IgM	   et/ou	   d’IgA	   et	   une	   absence	   des	   sous	   classes	   IgG1	   et	   IgG3	   (Nichols	   et	   al.,	  

2005b).	   Les	   patients	   atteints	   d’hypoglobulinémie	   ont	   un	   pronostic	   plus	   favorable	   que	  

ceux	  atteints	  de	  FIM	  ou	  de	  lymphomes	  surtout	  s’ils	  sont	  traités	  régulièrement	  avec	  des	  

injections	  d’immunoglobulines	  pour	  protéger	  des	  infections.	  

	  

3. Mutations	  du	  gène	  sh2d1a	  

	  

L’analyse	   génétique	   de	   plus	   de	   200	   patients	   XLP	   a	   permis	   d’identifier	   43	   différentes	  

mutations	   du	   gène	   sh2d1a.	   Toutes	   ces	   mutations	   sont	   répertoriées	   dans	   la	   base	   de	  

données	   SH2D1Abase	   accessible	   librement	   sur	   internet	   (Lappalainen	   et	   al.,	   2000;	  

Schuster	  and	  Kreth,	  2000).	  La	  majorité	  des	  mutations	  sont	  des	  délétions	  d’exons	  ou	  du	  

gène	  dans	  son	  entier	  ou	  des	  mutations	  sur	  les	  sites	  d’épissage	  intron/exon.	  Le	  reste	  des	  

altérations	   sont	   soit	   des	  mutations	   non-‐sens	   provoquant	   l’apparition	   d’un	   codon	   stop	  

prématuré,	   soit	   des	   mutations	   faux-‐sens	   causant	   la	   substitution	   d’un	   acide	   aminé,	  
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principalement	  au	  niveau	  du	  domaine	  SH2	  de	  la	  protéine	  (Morra	  et	  al.,	  2001c;	  Sumegi	  et	  

al.,	   2000).	   Les	   mutations	   non-‐sens	   et	   faux-‐sens	   affectent	   la	   structure	   tertiaire	   de	   la	  

protéine,	  ne	  permettant	  plus	  son	  repliement	  adéquate	  et	  résultant	  en	  une	  instabilité	  de	  

la	   protéine.	   Cette	   instabilité	   va	   induire	   une	   diminution	   de	   la	   demi-‐vie	   de	   la	   protéine,	  

provoquant	   une	   absence	   ou	   une	   forte	   diminution	   de	   l’expression	   de	   la	   protéine.	  

Certaines	  mutations	  ponctuelles	  n’affectent	  pas	   l’expression	  de	   SAP	  mais	  diminue	   son	  

affinité	  pour	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  empêchant	  ainsi	   leur	  association.	  Enfin,	  

les	  dernières	  mutations	  recensées	  permettent	  l’association	  de	  SAP	  sur	  les	  récepteurs	  de	  

la	  famille	  SLAM	  mais	  empêchent	  le	  recrutement	  des	  protéines	  à	  domaine	  SH3	  sur	  SAP.	  

SAP	  ne	  joue	  donc	  plus	  son	  rôle	  de	  protéine	  adaptatrice	  et	  la	  signalisation	  médiée	  par	  les	  

récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  se	  retrouve	  alors	  abrogée	  (Hare	  et	  al.,	  2006;	  Lewis	  et	  al.,	  

2001;	  Li	  et	  al.,	  2003;	  Morra	  et	  al.,	  2001c).	  	  

La	   perte	   génétique	   de	   la	   fonction	   de	   SAP	   souligne	   donc	   le	   dysfonctionnement	   des	  

cellules	   du	   système	   immunitaire	   chez	   les	   patients	   XLP.	   En	   revanche,	   une	   étude	  

approfondie	   des	   familles	   XLP	   ne	   permet	   pas	   de	   trouver	   une	   corrélation	   entre	   le	  

génotype	   sh2d1a	  et	   le	   type	  ou	   la	   sévérité	  des	   symptômes	  des	  patients	  XLP,	   suggérant	  

que	   d’autres	   facteurs,	   génétiques	   ou	   environnementaux,	   entre	   en	   jeux	   lors	   de	  

l’apparition	   des	   premières	   manifestations	   cliniques	   (Lewis	   et	   al.,	   2001;	   Morra	   et	   al.,	  

2001c).	  	  

	  

4. Défauts	  cellulaires	  dans	  le	  XLP	  

	  

Les	  études	  utilisant	  les	  cellules	  humaines	  et	  murines	  déficientes	  pour	  SAP	  ont	  permis	  de	  

mieux	   comprendre	   les	   mécanismes	   cellulaires	   et	   moléculaires	   dérégulés	   chez	   les	  

patients	  XLP.	  

	  

a. Réponses	  humorales	  défectueuses	  en	  absence	  de	  SAP	  

	  

L’induction	   d’une	   réponse	   immunitaire	   humorale	   implique	   la	   coopération	   entre	   les	  

lymphocytes	   T	   CD4+	   activés	   et	   les	   lymphocytes	   B.	   Dans	   les	   organes	   lymphoïdes	  

secondaires,	   les	   lymphocytes	   T	   Th2	   activés	   vont	   présenter	   à	   leur	   surface	   différents	  

ligands	   (CD40-‐L,	   OX40,	   ICOS)	   et	   sécréter	   des	   cytokines	   (IL-‐4,	   IL-‐10,	   IL-‐21)	   qui	   vont	  

permettre	  l’activation	  et	  la	  différenciation	  des	  lymphocytes	  B	  en	  plasmocytes	  sécréteurs	  
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d’anticorps.	  Les	  études	  actuelles	  n’ont	  pas	  réussi	  à	  détecter	  la	  présence	  de	  SAP	  dans	  les	  

lymphocytes	   B,	   les	   défauts	   de	   la	   réponse	   humorale	   proviendraient	   donc	   d’un	   défaut	  

d’activation	  des	  lymphocytes	  B	  par	  les	  lymphocytes	  T,	  ce	  qui	  a	  été	  confirmé	  récemment	  

dans	  une	  étude	  publiée	  par	  Crotty	  et	  ses	  collègues.	  Ils	  montrèrent	  que	  des	  lymphocytes	  

B	   de	   souris	   sap-‐/-‐	   sont	   correctement	   activés	   par	   des	   lymphocytes	   T	   de	   souris	  WT	   et	  

permettent	   de	  monter	   une	   réponse	   humorale	   efficace	   face	   à	   une	   infection	   par	   LCMV.	  

Cela	  prouve	  également	  que	  l’activation	  des	  lymphocytes	  B	  ne	  requiert	  pas	  la	  présence	  de	  

SAP.	  A	  l’inverse,	  des	  lymphocytes	  B	  de	  souris	  WT	  ne	  montent	  pas	  de	  réponse	  humorale	  

en	  présence	  de	   lymphocytes	  T	  de	   souris	   sap-‐/-‐	  (Crotty	   et	   al.,	   2003).	  Un	  autre	  groupe	  a	  

également	   observé	   une	   diminution	   du	   taux	   d’immunoglobulines	   sanguins	   lorsque	   les	  

souris	   sap-‐/-‐	   sont	   infectées	  par	   le	  gammaherpesvirus	  68,	   l’équivalent	  de	   l’EBV	  chez	   les	  

rongeurs	   (Yin	   et	   al.,	   2003).	   Ces	   défauts	   dans	   la	   production	   d’anticorps	   n’apparaissent	  

pas	  être	  limités	  aux	  infections	  virales.	  En	  effet,	  les	  souris	  sap-‐/-‐	  présentent	  des	  taux	  d’IgG	  

et	  d’IgE	   sanguins	  diminués	   lorsque	   les	   souris	   sont	   infectées	  par	  Toxoplasma	  gondii	  ou	  

par	   Listeria	  major.	   Dans	   ces	   deux	   études,	   les	   auteurs	   ont	   prouvé	   que	   l’incapacité	   des	  

souris	  à	  monter	  une	  réponse	  humorale	  adéquate	  est	  due	  à	  un	  défaut	  de	  production	  des	  

cytokines	  de	  type	  Th2,	   telles	  que	   l’IL-‐4,	   l’IL-‐10	  et	   l’IL-‐13,	  de	   la	  part	  des	   lymphocytes	  T	  

CD4+	   (Czar	   et	   al.,	   2001;	  Wu	  et	   al.,	   2001).	  Ainsi,	   en	   absence	  de	   SAP,	   les	   lymphocytes	  T	  

CD4+	  ne	  fournissent	  plus	  l’aide	  nécessaire	  à	  l’activation	  des	  lymphocytes	  B,	  conduisant	  à	  

un	  taux	  faible	  d’immunoglobulines	  sanguines.	  	  

La	  formation	  des	  centres	  germinatifs	  dans	  les	  organes	  lymphoïdes	  secondaires	  est	  une	  

étape	  critique	  dans	  la	  génération	  de	  plasmocytes	  sécréteurs	  d’anticorps	  et	  de	  cellules	  B	  

mémoires	   (Shlomchik	   and	  Weisel,	   2012).	   Les	   défauts	   d’activation	   des	   lymphocytes	   B	  

chez	   les	  patients	  XLP	  et	  dans	   les	  souris	  sap-‐/-‐	  suggèrent	  un	  défaut	  de	   formation	  de	  ces	  

centres	  germinatifs.	  Deux	  études	   récentes	  d’imagerie	   in	  vivo	   ont	  permis	  de	   révéler	   les	  

défauts	  de	  formation	  des	  centres	  germinatifs	  associés	  à	  l’absence	  de	  SAP	  (Cannons	  et	  al.,	  

2010a;	   Qi	   et	   al.,	   2008).	   Ces	   études	   ont	  montré	   qu’après	   activation,	   les	   lymphocytes	   T	  

CD4+	   déficients	   pour	   SAP	   interagissent	   avec	   les	   DC	   présentateurs	   de	   l’antigène,	  

prolifèrent,	   surexpriment	   les	   marqueurs	   d’activation	   et	   migrent	   vers	   la	   zone	   des	  

lymphocytes	  B	  de	  la	  même	  manière	  que	  les	  cellules	  T	  CD4+	  WT.	  Alors	  que	  les	  cellules	  T	  

CD4+	   WT	   forment	   un	   contact	   prolongé	   avec	   les	   cellules	   B	   pour	   les	   activer,	   les	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  déficients	  pour	  SAP	  ne	  forment	  qu’un	  contact	  très	  succinct	  avec	  les	  

lymphocytes	  B.	  Ce	  contact	  trop	  court	  empêche	   les	   lymphocytes	  T	  CD4+	  déficients	  pour	  
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SAP	   à	   délivrer	   les	   signaux	   responsables	   de	   la	   formation	  des	   centres	   germinatifs	   et	   de	  

leur	  maintenance.	  Cannons	  et	  ses	  collègues	  ont	  ensuite	  montré	  que	   la	  prolongation	  du	  

contact	   entre	   la	   cellule	   T	   et	   la	   cellule	   B	   est	   dépendante	   de	   l’interaction	   homotypique	  

entre	  les	  récepteurs	  CD84	  et	  NTB-‐A	  à	  la	  surface	  de	  ces	  cellules	  (Cannons	  et	  al.,	  2010a).	  	  

Ces	   différentes	   études	  montrent	   le	   rôle	   crucial	   de	   SAP	   dans	   les	  mécanismes	   régulant	  

l’aide	   fournit	   par	   les	   lymphocytes	   Th2	   pour	   la	   différenciation	   des	   lymphocytes	   B	   en	  

plasmocytes	  sécréteurs	  d’anticorps.	  Chez	  les	  patients	  XLP,	  le	  nombre	  de	  lymphocytes	  B	  

périphériques	   est	   normal	   (Lindsten	   et	   al.,	   1982),	   cependant	   leur	   différenciation	   en	  

lymphocytes	  B	  CD27+	  mémoires	  est	  très	  fortement	  diminuée.	  Le	  peu	  de	  lymphocytes	  B	  

mémoires	  CD27+	  retrouvés	  chez	  les	  patients	  XLP	  sécrètent	  des	  IgM,	  démontrant	  in	  vivo	  

que	   la	   commutation	   de	   classe	   est	   inhibée	   (Ma	   et	   al.,	   2006).	   Ces	   études	   expliquent	   les	  

dysgammaglobulinémies	   retrouvées	  chez	   les	  patients	  XLP.	  L’hypergammaglobulinémie	  

provoquée	  par	  l’augmentation	  du	  taux	  d’IgM	  sanguin	  peut	  être	  expliquée	  par	  l’activation	  

des	  lymphocytes	  B	  non	  dépendante	  de	  SAP	  qui	  vont	  alors	  sécréter	  des	  IgM	  en	  début	  de	  

réponse	  immunitaire.	  L’hypoglobulinémie	  est	  obtenue	  suite	  au	  défaut	  de	  formation	  des	  

centres	   germinatifs	   et	   à	   l’incapacité	  des	   lymphocytes	  B	   à	   effectuer	   la	   commutation	  de	  

classe	   en	   cours	   de	   réponse	   immunitaire	   provoquant	   l’absence	   d’IgG	   et	   d’IgE	   dans	   le	  

sang.	  

	  

b. Défaut	  de	  cytotoxicité	  en	  absence	  de	  SAP	  

	  

Un	  des	  phénotypes	  marquant	  des	  patients	  XLP	  est	  l’absence	  de	  cytotoxicité	  des	  cellules	  

NK	   et	   T	   CD8+	   contre	   les	   cellules	   infectées	   par	   l’EBV	   alors	   que	   la	   cytotoxicité	   contre	  

d’autres	  cellules	  infectées	  est	  normale	  (Bottino	  et	  al.,	  2001;	  Dupre	  et	  al.,	  2005;	  Hislop	  et	  

al.,	  2010;	  Parolini	  et	  al.,	  2000).	  Des	  tests	  in	  vitro	  effectués	  sur	  des	  cellules	  NK	  de	  patients	  

XLP	  montrent	   une	   activité	   cytotoxique	   normale	   lorsque	   ces	   cellules	   sont	   activées	   par	  

des	   récepteurs	   connus	   pour	   ne	   pas	   associer	   SAP	   comme	  CD2	   ou	   CD16	   (Tangye	   et	   al.,	  

2000b).	  Cependant,	  l’activité	  cytotoxique	  de	  ces	  cellules	  NK	  n’est	  pas	  augmentée	  lorsque	  

les	  récepteurs	  SLAM,	  comme	  2B4	  ou	  NTB-‐A,	  sont	  activés	  (Flaig	  et	  al.,	  2004;	  Tangye	  et	  al.,	  

2000b).	  Ainsi,	  la	  présence	  de	  SAP	  est	  nécessaire	  à	  l’activation	  de	  la	  cytotoxicité	  médiée	  

par	  la	  co-‐activation	  des	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  dans	  les	  cellules	  NK	  alors	  que	  son	  

absence	  rend	  ces	  récepteurs	  inhibiteurs	  (Bottino	  et	  al.,	  2001;	  Parolini	  et	  al.,	  2000).	  Les	  

études	  utilisant	   les	  souris	  sap-‐/-‐	  ont	  confirmé	  l’implication	  de	  SAP	  dans	  l’activation	  des	  
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cellules	   NK	   murines	   in	   vitro	   et	   in	   vivo	   (Bloch-‐Queyrat	   et	   al.,	   2005).	   Cependant,	   les	  

mécanismes	  moléculaires	   régulant	   les	   fonctions	   inhibitrices	  de	   ces	   récepteurs	  ne	   sont	  

pas	   encore	   clairement	   établis.	   Le	   groupe	   de	   Veillette,	   basé	   sur	   l’étude	   de	   souris	  

déficientes	   pour	   EAT-‐2	   et/ou	   ERT,	   a	   proposé	   que	   l’absence	   de	   SAP	   favoriserait	   une	  

signalisation	  médiée	   par	   le	   recrutement	   de	   EAT-‐2	   et/ou	   ERT	   sur	   les	   récepteurs	   de	   la	  

famille	   SLAM.	   Ils	   ont	   observé	   après	   activation	   par	   2B4,	   une	   augmentation	   de	   la	  

production	  d’IFN-‐γ	  et	  de	   la	  cytotoxicité	  des	  cellules	  NK	  EAT-‐2-‐/-‐	  ou	  ert-‐/-‐,	   suggérant	  un	  

rôle	   négatif	   de	   ces	   protéines	   dans	   l’activation	   des	   cellules	   NK	   murines.	   De	   plus,	   ils	  

démontrèrent,	  en	  surexprimant	  EAT-‐2,	  que	  ces	  mécanismes	  moléculaires	  nécessitent	  la	  

phosphorylation	   de	   la	   queue	   cytoplasmique	   de	   EAT-‐2	   (Roncagalli	   et	   al.,	   2005).	  

Cependant,	   en	   utilisant	   des	   souris	   EAT-‐2-‐/-‐	   et	   ou	   ert-‐/-‐	   d’un	   autre	   fond	   génétique,	   les	  

auteurs	   d’une	   étude	   récente	   ont	   montré	   un	   rôle	   positif	   pour	   EAT-‐2	   et	   ERT	   dans	  

l’activation	   de	   la	   cytotoxicité	   des	   cellules	   NK	   médiée	   par	   2B4	   et	   CD84	   (Wang	   et	   al.,	  

2010).	  Ces	  résultats	  suggèrent	  également	  que	  la	  signalisation	  médiée	  par	  EAT-‐2	  pourrait	  

varier	   en	   fonction	   de	   la	   souche	   de	   souris	   étudiée	   ou	   d’autres	   facteurs,	   comme	   l’état	  

d’activation	  des	  cellules.	  

Enfin,	   l’activité	   inhibitrice	   des	   récepteurs	   SLAM	   peut	   être	   expliquée	   par	   l’étude	   des	  

protéines	  associées	  aux	  récepteurs	  SLAM	  en	  absence	  de	  SAP.	  De	  nombreuses	  études	  ont	  

montré	  que	   la	  protéine	  SAP	  régule	   le	  recrutement	  de	  protéines	  à	  domaine	  SH2	  sur	   les	  

récepteurs	  SLAM.	  En	  absence	  de	  SAP,	  les	  récepteurs	  2B4	  et	  NTB-‐A	  recrutent	  la	  tyrosine	  

kinase	   inhibitrice	   Csk	   ou	   les	   tyrosine	   phosphatases	   Shp-‐1	   et	   Shp-‐2	   et	   induisent	   une	  

signalisation	  inhibitrice	  conduisant	  à	  l’inactivation	  des	  cellules	  NK	  (Bottino	  et	  al.,	  2001;	  

Eissmann	  et	  al.,	  2005;	  Parolini	  et	  al.,	  2000;	  Tangye	  et	  al.,	  1999).	  	  	  

Des	  études	  récentes	  ont	  montré	  un	  rôle	  similaire	  pour	  2B4	  dans	  les	  cellules	  T	  CD8+.	  Les	  

lymphocytes	   T	   CD8+	   issus	   de	   patients	   XLP	  montrent	   une	   diminution	   de	   la	   production	  

d’IFN-‐γ	   et	   de	   la	   cytotoxicité	   contre	   des	   cellules	   CD48+,	   due	   à	   une	   inhibition	   de	   la	  

polarisation	  de	  la	  perforine	  et	  de	  2B4	  au	  niveau	  du	  site	  de	  contact	  entre	  la	  cellule	  T	  CD8+	  

et	  la	  cellule	  cible	  (Dupre	  et	  al.,	  2005;	  Sharifi	  et	  al.,	  2004).	  Une	  étude	  récente	  a	  démontré	  

que	  l’absence	  de	  SAP	  diminue	  grandement	  la	  reconnaissance	  des	  cellules	  B	  infectées	  par	  

l’EBV	  par	   les	   cellules	   T	   CD8+.	   En	   effet,	   les	   auteurs	   de	   cette	   étude	   ont	  montré	   que	   des	  

clones	   de	   lymphocytes	   T	   CD8+	   dirigés	   contre	   l’EBV	   issus	   de	   patients	   XLP	   lysent	  

normalement	   des	   fibroblastes	   présentant	   un	   peptide	   antigénique	   provenant	   de	   l’EBV,	  

alors	  que	  ces	  mêmes	  clones	  de	  cellules	  T	  présentent	  une	  diminution	  de	   la	  cytotoxicité	  
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contre	  des	   cellules	  B	   infectées	  par	   l’EBV.	   L’utilisation	   simultanée	  d’anticorps	  bloquant	  

dirigés	  contre	  2B4	  et	  NTB-‐A	  permet	  de	  restaurer	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  et	  la	  cytotoxicité	  

des	  cellules	  T	  CD8+	  contre	  les	  cellules	  B	  infectées	  par	  l’EBV	  (Hislop	  et	  al.,	  2010).	  

	  

Enfin,	  CD48,	   le	   ligand	  naturel	  de	  2B4,	   est	   surexprimé	  dans	   les	   cellules	  B	   infectées	  par	  

l’EBV	   (Thorley-‐Lawson	   et	   al.,	   1982).	   Ainsi,	   l’inhibition	   de	   l’activation	   des	   cellules	  

cytotoxiques	   par	   2B4	   chez	   les	   patients	   XLP	   expliquerait	   la	   persistance	   des	   cellules	   B	  

infectées	   par	   l’EBV	   pendant	   la	   FIM	   augmentant	   la	   fréquence	   d’apparition	   des	  

lymphomes	  B	  ainsi	  qu’une	  réponse	  T	  anormale	  non	  contrôlée.	  De	  nombreuses	  lignées	  de	  

cellules	   B	   immortalisées	   expriment	   NTB-‐A	   à	   leur	   surface	   (Bottino	   et	   al.,	   2001).	   Ainsi,	  

comme	   pour	   2B4,	   les	   défauts	   de	   signalisation	   médiée	   par	   NTB-‐A	   en	   absence	   de	   SAP	  

contribueraient	  à	  l’inefficacité	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  contre	  les	  cellules	  B	  infectées	  

par	  l’EBV	  et	  favoriseraient	  l’apparition	  de	  la	  FIM	  et/ou	  des	  lymphomes.	  

	  

c. Défaut	  de	  développement	  des	  cellules	  NKT	  en	  absence	  de	  SAP	  

	  

Les	   cellules	   NKT	   forment	   une	   lignée	   séparée	   de	   lymphocytes	   T	   non	   conventionnels	  

opérant	   à	   la	   frontière	   des	   systèmes	   immunitaires	   innée	   et	   adaptatif.	   Il	   avait	   déjà	   été	  

démontré	   le	   rôle	   crucial	  de	   la	   tyrosine	  kinase	  Fyn	  dans	   le	  développement	  des	   cellules	  

NKT.	  En	  effet,	  les	  souris	  déficientes	  pour	  Fyn	  présentent	  une	  forte	  réduction	  du	  nombre	  

de	  cellules	  NKT	  (Gadue	  et	  al.,	  1999).	  De	  la	  même	  manière,	  les	  patients	  XLP	  et	  les	  souris	  

sap-‐/-‐	  présentent	  une	  absence	  complète	  de	  ces	  cellules	  (Nichols	  et	  al.,	  2005a;	  Pasquier	  et	  

al.,	  2005).	  Ces	  résultats	  suggèrent	  donc	  un	  rôle	  proéminent	  pour	  le	  couple	  SAP-‐Fyn	  dans	  

le	  développement	  des	  cellules	  NKT.	  Cela	  a	  été	  confirmé	  par	  une	  étude	  montrant,	  in	  vitro	  

et	  in	  vivo,	  une	  forte	  diminution,	  mais	  pas	  complète,	  du	  développement	  des	  cellules	  NKT	  à	  

partir	  de	  cellules	  souches	  fœtales	  ou	  de	  souris	  exprimant	  la	  protéine	  SAP	  mutée	  sur	  le	  

résidu	  R78	  et	  ne	  pouvant	  plus	  lier	  Fyn.	  De	  plus,	  les	  cellules	  NKT	  produites	  pendant	  ces	  

expériences	  et	  exprimant	  donc	  une	  SAPR78A,	   sécrètent	  après	  activation	  par	   leur	   ligand,	  

l’IL-‐4	  et	  l’IFN-‐γ	  de	  la	  même	  façon	  que	  les	  cellules	  exprimant	  une	  SAP	  WT,	  indiquant	  que	  

les	   voies	   de	   signalisation	   contrôlées	   par	   le	   couple	   SAP/Fyn	   sont	   nécessaires	   à	   un	  

développement	  optimal	  des	  cellules	  NKT	  mais	  ne	  sont	  pas	  requises	  pour	  la	  production	  

de	  cytokines	  (Nunez-‐Cruz	  et	  al.,	  2008).	  Enfin,	  des	  études	  complémentaires	  ont	  montré	  

que	   l’activation	   de	   la	   voie	   PKC-‐θ/Bcl10	   dépendante	   de	   l’association	   de	   SAP	   avec	   les	  
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récepteurs	   SLAM	   et	   NTB-‐A	   est	   nécessaire	   au	   développement	   des	   cellules	   NKT,	  

confirmant	   l’importance	   du	   couple	   SAP/Fyn	   dans	   ce	   mécanisme	   (Borowski	   and	  

Bendelac,	  2005;	  Griewank	  et	  al.,	  2007).	  

Ainsi,	   l’absence	   de	   cellules	   NKT	   chez	   les	   patients	   XLP	   prédispose	   à	   l’apparition	   des	  

symptômes.	   La	   forte	   production	   de	   cytokines	   de	   la	   part	   de	   ces	   cellules	   permet	  

l’activation	  des	  réponses	  humorales	  et	  cytotoxiques	  et	  leur	  dérégulation	  pourrait	  mener	  

aux	  dysgammaglobulinémies	  ainsi	  qu’à	   l’apparition	  de	   lymphomes.	  De	  plus,	  des	  souris	  

déficientes	   pour	   CD1d	   ne	   possèdent	   plus	   de	   cellules	   NKT	   et	   développent	   les	   mêmes	  

hyperproliférations	   de	   cellules	  T	   CD8+	   observées	   chez	   les	   souris	   sap-‐/-‐	   après	   infection	  

virale,	   suggérant	   que	   les	   fonctions	   cytotoxiques	   contrôlées	   par	   les	   cellules	   NKT	  

permettent	  la	  surveillance	  du	  système	  immunitaire	  (Roberts	  et	  al.,	  2004).	  

	  

d. Défaut	  de	  l’apoptose	  des	  cellules	  activées	  en	  absence	  de	  SAP	  

	  

Deux	  études	  récentes	  ont	  montré	  que	  les	  hyperproliférations	  de	  cellules	  T	  CD8+	  seraient	  

dues	  à	  un	  défaut	  dans	  l’AICD,	  la	  mort	  apoptotique	  des	  cellules	  lors	  de	  leur	  réactivation.	  

Tout	  d’abord,	  Chen	  et	  ses	  collègues	  ont	  montré	  que	  l’AICD	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  est	  

fortement	   diminuée	   lorsqu’ils	   éteignent	   la	   protéine	   SAP	   par	   ARN	   interférence.	   La	  

diminution	   de	   l’AICD	   dans	   ces	   cellules	   est	   due	   à	   une	   diminution	   de	   l’activation	   de	   la	  

caspase	  9	  et	  de	  p73,	  un	  inducteur	  de	  l’apoptose	  par	  la	  voie	  mitochondriale	  (Chen	  et	  al.,	  

2007).	   Snow	   et	   ses	   collègues	   ont	   par	   la	   suite	   montré	   que	   le	   défaut	   d’AICD	   dans	   les	  

lymphocytes	   T	   est	   dû	   à	   une	   diminution	   de	   l’expression	   de	   Bim	   et	   de	   FasL	   dans	   les	  

cellules	  de	  patients	  XLP	  ou	  dans	  des	  PBL	  déficients	  pour	  SAP	  ou	  pour	  NTB-‐A	  (Snow	  et	  

al.,	   2009).	   Ainsi,	   les	   défauts	   de	   l’AICD	   des	   lymphocytes	   T	   CD8+	   pourraient	   conduire	   à	  

l’apparition	  des	  infiltrats	  lymphocytaires	  observés	  lors	  de	  la	  FIM.	  

	  

Les	   phénotypes	   des	   patients	   XLP	  pourraient	   être	   interprétés	   par	  des	   défauts	   dans	   les	  

contacts	  cellules/cellules	  médiés	  par	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM.	  Ainsi,	  l’absence	  

des	   interactions	  entre	   les	  cellules	  T	  et	   les	  cellules	  B	  empêche	   la	   formation	  des	  centres	  

germinatifs	  et	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  réponse	  humorale	  efficace.	  Le	  développement	  des	  

cellules	   NKT,	   absent	   chez	   les	   patients	   XLP,	   est	   médié	   par	   les	   interactions	   entre	   un	  

thymocyte	  DP	  et	   les	  cellules	  hématopoïétiques	  qui	  composent	   le	   thymus.	  Enfin,	   la	   lyse	  

des	  cellules	  cibles	  par	   les	  cellules	  cytotoxiques,	  déficientes	  contre	   les	  cellules	   infectées	  
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par	   l’EBV	   chez	   les	   patients	   XLP,	   est	   également	   activée	   par	   contact	   entre	   la	   cellule	  

cytotoxique	   et	   la	   cellule	   infectée	   (Figure	   30).	   Bien	   que	   les	   interactions	   directes	   entre	  

lymphocytes	  dans	  les	  phénomènes	  d’AICD	  ne	  sont	  pas	  encore	  bien	  établies,	  les	  patients	  

XLP	   présentent	   un	   grave	   défaut	   dans	   les	   mécanismes	   d’apoptose	   des	   lymphocytes	   T	  

activés.	  	  
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Une	   réponse	   immunitaire	   adaptative	   fonctionnelle	   nécessite	   la	   coopération	   entre	  

plusieurs	  types	  de	  cellules	  immunitaires.	  Les	  études	  de	  ces	  dernières	  années	  ont	  montré	  

le	  rôle	  crucial	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  dans	  les	  mécanismes	  d’activation	  des	  différents	  

acteurs	   de	   la	   réponse	   immunitaire	   adaptative.	   Un	   lymphocyte	   T,	   reconnaissant	   le	  

peptide	  antigénique	  et	  recevant	  les	  bons	  signaux	  de	  co-‐stimulation,	  s’active,	  prolifère,	  se	  

différencie	  en	   lymphocyte	  T	  effecteur	  et	  sécrète	  des	  cytokines	  dans	   le	  but	  d’activer	   les	  

différents	  acteurs	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative.	  Le	  laboratoire	  d’accueil	  étudie	  

ces	  étapes	  précoces	  d’activation	  des	  lymphocytes	  T	  et	  plus	  particulièrement	  les	  voies	  de	  

signalisation	  induites	  par	  la	  fixation	  de	  l’IL-‐2	  sur	  son	  récepteur.	  Ces	  dernières	  années,	  le	  

laboratoire	  d’accueil	  a	  démontré	  le	  rôle	  fonctionnel	  des	  protéines	  à	  domaine	  SH2	  dans	  la	  

signalisation	  IL-‐2.	  En	  effet,	   il	  a	  été	  montré	  que	  la	  tyrosine	  phosphatase	  Shp-‐2	  interagit,	  

en	  réponse	  à	  l’IL-‐2,	  avec	  un	  important	  complexe	  comprenant	  les	  protéines	  Gab2,	  PI3K	  et	  

Crkl	   (Gesbert	   et	   al.,	   1998a;	   Gesbert	   et	   al.,	   1998b).	   La	   formation	   de	   ce	   complexe	   est	  

dépendante	   d’interactions	   domaine	   SH2/pTyr	   (Crouin	   et	   al.,	   2001).	   Ces	   travaux	   ont	  

permis	  de	  démontrer	  que	   le	   couple	  Gab2/Shp-‐2	  est	  nécessaire	  à	   l’activation	  des	  voies	  

Erk	   et	   Stat5	   impliquées	   dans	   le	   contrôle	   de	   la	   prolifération	   et	   des	   fonctions	  

lymphocytaires	  (Arnaud	  et	  al.,	  2004).	  	  

L’analyse	  du	  transcriptome	  d’une	  lignée	  lymphocytaire	  T,	  dépendante	  de	  l’IL-‐2	  pour	  sa	  

prolifération	   et	   sa	   survie,	   a	   mis	   en	   évidence	   une	   importante	   régulation	   du	   transcrit	  

codant	  pour	  la	  protéine	  SAP.	  Cette	  observation	  du	  laboratoire	  d’accueil	  a	  été	  confirmée	  

en	   2007	   par	   Endt	   et	   al,	   qui	   ont	   montré	   que	   l’expression	   de	   SAP	   augmente	   dans	   les	  

cellules	  NK	  humaines	   stimulées	   par	   l’IL-‐2	   (Endt	   et	   al.,	   2007).	   Cette	   petite	   protéine	   de	  

128	  acides	  aminés,	  produit	  du	  gène	  sh2d1a,	  est	  essentiellement	  composée	  d’un	  domaine	  

SH2.	   Les	   données	   de	   la	   littérature	   indiquent	   que	   la	   protéine	   SAP	   est	   recrutée	   sur	   les	  

motifs	  ITSM	  des	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM	  et	  module	  la	  signalisation	  en	  aval	  de	  ces	  

récepteurs.	   Ainsi,	   il	   a	   été	   montré	   que	   l’engagement	   des	   différents	   récepteurs	   SLAM	  

régule	   un	   nombre	   important	   de	   fonctions	   immunitaires,	   comme	   la	   production	   de	  

cytokines	  par	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+,	  la	  cytotoxicité	  médiée	  par	  les	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

et	   les	   cellules	   NK	   ou	   la	   différenciation	   des	   lymphocytes	   B	   en	   cellules	   sécrétrices	  

d’anticorps	  (Cannons	  et	  al.,	  2011).	  	  

Plusieurs	   études	   ont	   démontré	   que	   SAP	   pouvait	   entrer	   en	   compétition	   avec	   Shp-‐2	   et	  

ainsi	  inhiber	  son	  recrutement	  sur	  les	  récepteurs	  SLAM	  (Sayos	  et	  al.,	  1998;	  Shlapatska	  et	  

al.,	   2001;	   Tangye	   et	   al.,	   1999).	   Les	   protéines	   SAP	   et	   Shp-‐2	   possèdent	   donc	   des	  
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partenaires	   communs.	  Dans	   le	   but	   d’étudier	   une	   possible	   régulation	   de	   la	   fonction	   de	  

Shp-‐2	  par	  SAP	  dans	   la	  signalisation	   IL-‐2,	  nous	  nous	  sommes	   intéressés	  à	  découvrir	  de	  

nouveaux	   partenaires	   pour	   la	   protéine	   SAP.	   Cette	   recherche	   a	   été	   réalisée	   de	   deux	  

façons	  expérimentales,	  d’une	  part	  par	  des	  expériences	  de	  biochimie,	  et	  d’autre	  part,	  par	  

le	   criblage	   d’une	   banque	   d’ADNc	   de	   lymphocytes	   T	   humains	   par	   double	   hybride	  

conditionnel	  dans	  la	  levure.	  Les	  travaux	  de	  cette	  étude	  ont	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  

l’association	  de	  SAP	  avec	  deux	  nouveaux	  membres	  :	   la	  chaine	  de	  signalisation	  CD3ζ	  du	  

complexe	   TCR-‐CD3	   et	   la	  molécules	   d’adhésion	   Pecam-‐1.	   Dans	   une	   première	   partie,	   je	  

discuterai	  l’association	  de	  SAP	  avec	  la	  chaine	  CD3ζ	  du	  récepteur	  à	  l’antigène	  et	  son	  rôle	  

dans	   les	   signaux	   précoces	   d’activation	   des	   lymphocytes	   T.	   Puis,	   dans	   une	   deuxième	  

partie,	   je	   détaillerai	   les	   résultats	   que	   nous	   avons	   obtenus	   sur	   la	   caractérisation	   et	   la	  

fonction	  de	  l’interaction	  entre	  SAP	  et	  Pecam-‐1.	  	  
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La	  protéine	  adaptatrice	  SAP	  s’associe	  directement	  avec	  la	  

chaine	  CD3ζ 	  et	  régule	  la	  signalisation	  du	  TCR.	  
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INTRODUCTION	  

	  

Le	   syndrome	   lymphoprolifératif	   lié	   à	   l’X	   est	   une	   maladie	   génétique	   rare	   affectant	   un	  

garçon	   sur	   un	   million	   et	   caractérisée	   par	   une	   réponse	   immunitaire	   dérégulée	   face	   à	  

l’infection	   par	   l’EBV.	   Les	   patients	   XLP	   présentent	   différentes	  manifestations	   cliniques	  

telles	  que	  des	  mononucléoses	  infectieuses	  fulminantes,	  des	  dysgammaglobulinémies	  et	  

des	  désordres	  lymphoprolifératifs,	  aboutissant	  à	  leur	  décès.	  L’altération	  du	  gène	  sh2d1a	  

a	  récemment	  été	   identifiée	  comme	  étant	  responsable	  du	  syndrome	  XLP.	  Ce	  gène,	  situé	  

sur	   le	   locus	   Xq25,	   code	   pour	   une	   protéine	   de	   128	   acides	   aminés	   appelée	   SAP.	   La	  

protéine	   SAP	   est	   composée	   exclusivement	   d’un	   domaine	   SH2	   qui	   associe	   les	   résidus	  

tyrosine	  d’une	  séquence	  consensus	  T/SxYxxI/V,	  appelé	  motif	  ITSM.	  Ces	  motifs	  ITSM	  ont	  

été	   retrouvés	   dans	   les	   parties	   cytoplasmiques	   des	   récepteurs	   de	   la	   famille	   SLAM	   et	  

permettent	   le	   recrutement	  de	  SAP	   lors	  de	   leur	  activation.	  Les	   récepteurs	  de	   la	   famille	  

SLAM	  sont	  des	  co-‐activateurs	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  faisant	  partie	  de	  la	  superfamille	  

CD2	   et	   incluent	  :	   SLAM	   (CD150),	   2B4	   (CD244),	   NTB-‐A,	   CD84,	   Ly-‐9	   (CD229)	   et	   CRACC	  

(CD319).	  	  

Les	  lymphocytes	  T	  sont	  les	  acteurs	  majeurs	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative.	  Une	  

activation	  complète	  de	  ces	  cellules	  nécessite	  un	  premier	  signal	  délivré	  par	  le	  complexe	  

TCR-‐CD3	  et	  un	  deuxième	  signal	  fourni	  par	  les	  molécules	  de	  costimulation,	  comme	  CD28,	  

CD2	   ou	   les	   membres	   de	   la	   famille	   SLAM.	   L’association	   de	   SAP	   avec	   les	   différents	  

récepteurs	  SLAM	  régule	   l’activation	  de	  nombreuses	  fonctions	  du	  système	  immunitaire,	  

telles	  que	   la	  production	  de	   cytokines,	   la	   cytotoxicité	  ou	   le	  développement	  des	   cellules	  

NKT.	  En	  absence	  de	  SAP	  chez	  les	  patients	  XLP,	  l’engagement	  des	  récepteurs	  SLAM	  induit	  
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leur	   association	   avec	   la	   tyrosine	   phosphatase	   Shp-‐2.	   Le	   recrutement	   de	   Shp-‐2	   sur	   les	  

récepteurs	   SLAM	   engendre	   une	   signalisation	   inhibitrice	   empêchant	   l’activation	   des	  

cellules.	  De	  plus,	  une	   implication	  de	  SAP	  en	  dehors	  des	  voies	  de	  signalisation	  médiées	  

par	   les	   récepteurs	  SLAM	  n’a	   jamais	   été	  décrite.	  Dans	   le	  but	  de	  découvrir	  de	  nouvelles	  

voies	  de	  signalisation	  régulées	  par	  SAP	  ainsi	  qu’une	  possible	  régulation	  de	  la	  fonction	  de	  

Shp-‐2	  par	  SAP,	  nous	  nous	  sommes	  intéressés	  à	  découvrir	  de	  nouveaux	  interacteurs	  pour	  

cette	   protéine.	   Dans	   cette	   étude,	   nous	   montrons	   pour	   la	   première	   fois	   l’interaction	  

directe	   entre	   SAP	   et	   la	   chaine	   CD3ζ	   du	   TCR	   et	   cette	   association	   régule	   les	   signaux	  

précoces	  d’activation	  des	  lymphocytes	  T.	  

	  

RÉSULTATS	  

	  

SAP	  s’associe	  exclusivement	  avec	  des	  protéines	  membranaires	  dans	  les	  Jurkat.	  

SAP	  est	  une	  protéine	  cytosolique	  qui	  a	  tout	  d’abord	  été	  montrée	  comme	  étant	  associée	  

aux	  récepteurs	  transmembranaires	  de	  la	  famille	  SLAM.	  Endt	  et	  ses	  collègues	  ainsi	  que	  le	  

laboratoire	   d’accueil	   ont	   observé	   une	   forte	   régulation	   de	   la	   protéine	   SAP	   sous	   IL-‐2.	  

Cependant,	  des	  pêches	  effectuées	  à	  l’aide	  d’une	  protéine	  de	  fusion	  GST-‐SAP	  ont	  montré	  

très	   peu	   d’interacteurs	   phosphorylés	   dans	   des	   cellules	   Kit	   225,	   dépendantes	   de	   l’IL-‐2	  

pour	   leur	   survie	   et	   leur	   croissance,	   stimulées	   par	   l’IL-‐2	   (non	   montrés).	   Ces	   résultats	  

nous	  ont	  suggéré	  que	  SAP	  ne	  devait	  avoir	  qu’un	  rôle	  mineur	  dans	  la	  signalisation	  IL-‐2.	  

Dans	  le	  but	  d’approfondir	  les	  connaissances	  sur	  les	  partenaires	  de	  la	  protéine	  SAP	  dans	  

un	   autre	   contexte	   cellulaire,	   nous	   avons	   effectué	   des	   expériences	   similaires	   sur	   des	  

cellules	   Jurkat	   traitées	  au	  pervanadate	  (PV).	   Il	  a	  été	  montré	  que	   le	  pervanadate	  est	  un	  

puissant	   inhibiteur	   de	   tyrosine	   phosphatases	   et	   permet	   donc	   d’augmenter	   la	  

phosphorylation	   sur	   résidus	   tyrosine	   des	   protéines,	   mimant	   ainsi	   une	   activation	   des	  

lymphocytes	  T.	  Dans	  un	  premier	   temps,	  nous	  avons	  effectué	  des	  pêches,	  à	   l’aide	  d’une	  

protéine	  de	  fusion	  GST-‐SAP,	  sur	  des	  fractions	  cytosoliques	  et	  membranaires	  de	  cellules	  

Jurkat	  traitées	  au	  pervanadate.	  Nous	  observons	  alors	  que	  SAP	  associe	  un	  grand	  nombre	  

de	   protéines	   phosphorylées,	   allant	   de	   20	   kDa	   jusqu’à	   110	   kDa	   dans	   la	   fraction	  

membranaire	  lorsque	  les	  cellules	  sont	  traitées	  au	  PV	  (Figure	  1A,	  panneau	  de	  gauche).	  De	  

façon	  plus	  surprenante,	  SAP	  n’interagit	  pas	  ou	  alors	  très	  faiblement	  avec	  des	  protéines	  

tyrosines	   phosphorylées	   cytosoliques	   (Figure	   1A,	   panneau	   de	   droite).	   De	   plus,	   un	  

western	   blot	   dirigé	   contre	   la	   protéine	   SAP	   montre	   un	   recrutement	   de	   SAP	   dans	   la	  
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fraction	  membranaire	  lorsque	  les	  cellules	  sont	  traitées	  au	  PV	  (Figure	  1B).	  Ces	  résultats	  

prouvent	   que	   lorsque	   les	   cellules	   sont	   activées,	   la	   protéine	   SAP	   est	   recrutée	   à	   la	  

membrane	  où	  elle	  interagit	  avec	  ses	  partenaires	  tyrosines	  phosphorylés.	  	  

	  

SAP	  s’associe	  avec	  NTB-‐A	  et	  CD3ζ 	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  activés.	  

Dans	  le	  but	  de	  savoir	  si	  les	  partenaires	  de	  SAP	  sont	  phosphorylés	  lors	  d’un	  stimulus	  plus	  

physiologique,	   nous	   avons	   stimulé	   les	   cellules	   Jurkat	   avec	   l’anticorps	   UCHT-‐1	   dirigé	  

contre	  CD3ε,	  et	  qui	  induit	  la	  signalisation	  du	  TCR	  lorsqu’il	  est	  ajouté	  en	  solution	  sur	  des	  

cellules	  T.	  Des	  pêches	  GST-‐SAP	  effectuées	  sur	  des	  lysats	  de	  Jurkat	  stimulées	  ou	  non	  CD3	  

montrent	  que	   la	  protéine	   SAP	  associe	   le	  même	  profil	   de	  protéines	  phosphorylées	  que	  

dans	   les	   fractions	   membranaires	   (comparer	   Figure	   1A,	   panneau	   de	   gauche	   avec	   la	  

Figure	   2A,	   panneau	   de	   gauche).	   De	   la	   même	   façon,	   le	   même	   profil	   de	   protéines	   est	  

retrouvé	  dans	  une	  pêche	  GST-‐SAP	  effectuée	  sur	  des	   lysats	   totaux	  de	   Jurkat	   traitées	  au	  

pervanadate	  ou	  sur	  des	  lysats	  totaux	  de	  lymphocytes	  purifiés	  (Figure	  2A).	  Ces	  résultats	  

confirment	   que	   SAP	   associe	   des	   protéines	   qui	   sont	   phosphorylées	   en	   réponse	   à	   une	  

activation	   du	   TCR.	   Parmi	   les	   protéines	   précipitées,	   les	   p70	   et	   p20-‐21	   sont	   les	   deux	  

protéines	  qui	  donnent	  le	  signal	  pTyr	  le	  plus	  fort,	  suggérant	  que	  ces	  protéines	  sont	  deux	  

interacteurs	  principaux	  de	  SAP.	  

La	   protéine	   SAP	   a	   largement	   été	   décrite	   comme	   étant	   associée	   aux	   récepteurs	   de	   la	  

famille	   SLAM.	  D’après	   les	   données	   bibliographiques,	   les	   cellules	   Jurkat	   n’expriment	   ni	  

SLAM	   ni	   2B4,	   les	   deux	   principaux	   interacteurs	   de	   SAP.	   Cependant,	   en	   utilisant	   un	  

anticorps	   spécifique,	   nous	   avons	   démontré	   que	   la	   p70	   est	   le	   récepteur	   NTB-‐A	   et	   que	  

l’association	  de	  SAP	  avec	  NTB-‐A	  augmente	  légèrement	  lorsque	  les	  cellules	  sont	  traitées	  

au	  PV	  (Figure	  2B).	  

Comme	  l’interaction	  de	  SAP	  avec	  NTB-‐A	  a	  déjà	  été	  décrite	  dans	  la	  littérature,	  nous	  nous	  

sommes	  intéressés	  au	  doublet	  p20-‐21.	  Ce	  doublet	  est	  observé	  dans	  les	  lysats	  totaux	  de	  

cellules	  stimulées	  CD3	  et	  ressemble	  beaucoup	  dans	  sa	  façon	  de	  migrer	  à	  la	  chaine	  CD3ζ	  

phosphorylée.	  En	  utilisant	  un	  anticorps	  spécifique,	  nous	  avons	  démontré	  la	  présence	  de	  

CD3ζ	  dans	  une	  pêche	  GST-‐SAP	  effectuée	  sur	  des	  lysats	  de	  Jurkat	  traitées	  au	  PV	  (Figure	  

2B).	  La	  précipitation	  de	  CD3ζ	  a	  ensuite	  été	  confirmée	  dans	  une	  pêche	  SAP	  effectuée	  sur	  

un	   lysat	  de	   lymphocytes	  purifiés	   stimulés	  CD3	   (Figure	  2C),	   confirmant	   également	  que	  

les	  résultats	  obtenus	  ne	  sont	  pas	  seulement	  dus	  à	  l’utilisation	  de	  lignées	  cellulaires.	  	  

	  



	   98	  

SAP	  interagit	  directement	  avec	  CD3ζ .	  

Dans	  le	  but	  de	  savoir	  si	   l’interaction	  de	  SAP	  avec	  la	  chaine	  CD3ζ	  est	  directe	  ou	  médiée	  

par	   une	   protéine	   faisant	   partie	   d’un	   complexe	   comprenant	   CD3ζ,	   nous	   avons	   effectué	  

une	   expérience	  de	  Far-‐Western	   SAP	   sur	  des	   immunoprécipitations	  de	  CD3ζ.	   Par	   cette	  

méthode,	  nous	  révélons	  les	  formes	  p20-‐21	  de	  CD3ζ,	  démontrant	  une	  interaction	  directe	  

entre	  SAP	  et	  les	  formes	  phosphorylées	  de	  CD3ζ	  (Figure	  3A,	  étoile	  des	  panneaux	  FW	  GST-‐

SAP	  et	  WB	  pTyr).	  Dans	   cette	   expérience,	   nous	  observons	   également	  que	  SAP	  pourrait	  

s’associer,	   sous	   stimulation,	   avec	   la	   forme	   à	   16	   kDa	   de	   CD3ζ	   (Figure	   3A,	   flèche	   des	  

panneaux	   FW	   GST-‐SAP	   et	   WB	   CD3ζ).	   Dans	   un	   western-‐blot	   anti-‐phosphotyrosine	  

surexposé	  effectué	  sur	  des	  immunoprécipitations	  de	  CD3ζ,	  nous	  révélons,	  bien	  qu’à	  un	  

plus	  faible	  niveau,	  que	  la	  forme	  p16	  de	  CD3ζ	  peut	  être	  phosphorylée	  après	  stimulation	  

(Figure	  S1).	  De	  plus,	  nous	  révélons	   la	  protéine	  SAP	  dans	  une	  immunoprécipitation	  des	  

chaines	   CD3ζ	   après	   traitement	   des	   cellules	   au	   PV	   (Figure	   3B).	   Ces	   données	   nous	   ont	  

permis	  de	  démontrer	  pour	   la	   première	   fois	   que	   la	   protéine	   SAP	   interagit	   directement	  

avec	  les	  formes	  phosphorylées	  de	  CD3ζ	  dans	  les	  cellules	  Jurkat.	  

	  

SAP	  interagit	  avec	  l’ITAM	  proximal	  de	  la	  membrane	  de	  CD3ζ .	  

La	   chaine	   CD3ζ	   possède	   six	   tyrosines,	   formant	   trois	   ITAMs,	   qui	   sont	   phosphorylées	  

après	  activation	  des	  cellules	  T.	  Dans	  le	  but	  de	  connaître	  le/les	  tyrosines	  responsables	  de	  

l’association	  de	  CD3ζ	   avec	  SAP,	  nous	  avons	  muté,	  une	  par	  une	  ou	   ITAM	  par	   ITAM,	   les	  

tyrosines	   en	   phénylalanines	   comme	   cela	   a	   été	   schématisé	   dans	   la	   Figure	   4A.	  Dans	   un	  

premier	  temps,	  nous	  avons	  ré-‐exprimé	  dans	  des	  cellules	  HeLa	  les	  formes	  mutées	  sur	  les	  

deux	  tyrosines	  qui	  composent	  chaque	  ITAM.	  48	  heures	  après	  la	  transfection,	  les	  cellules	  

HeLa	   sont	   traitées	   ou	   non	   au	   PV,	   lysées	   puis	   des	   pêches	   SAP	   sont	   effectuées	   sur	   les	  

différents	   lysats.	   SAP	   n’associe	   plus	   CD3ζ	   lorsque	   les	   tyrosines	   qui	   composent	   le	  

premier	  ITAM	  (Y72FY83F)	  sont	  mutées	  alors	  qu’on	  précipite	  autant	  de	  CD3ζ	  mutées	  sur	  

les	   autres	   ITAMs	   (Y111FY123F	  et	  Y142FY153F)	  que	  pour	   le	  WT	   (Figure	  4B,	   étoile	  du	  

panneau	  du	  haut).	  Comme	  SAP	  n’est	  composé	  que	  d’un	  seul	  domaine	  SH2,	  nous	  avons	  

effectué	  des	  expériences	  similaires	  en	  ré-‐exprimant	  les	  formes	  mutées	  sur	  les	  tyrosines	  

Y72	  ou	  Y83	  qui	  composent	  le	  premier	  ITAM	  de	  CD3ζ.	  Une	  pêche	  SAP	  confirme	  la	  perte	  

de	  l’association	  lorsque	  les	  deux	  tyrosines	  sont	  mutées	  alors	  qu’on	  observe	  qu’une	  forte	  

diminution,	   mais	   pas	   complète,	   de	   l’association	   lorsqu’une	   seule	   des	   deux	   tyrosines	  
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(Y72F	  ou	  Y83F)	  est	  mutée	   (Figure	  4C,	  panneau	  du	  haut).	  Ces	  expériences	  démontrent	  

que	  SAP	  interagit	  avec	  les	  tyrosines	  phosphorylées	  de	  l’ITAM	  proximal	  de	  la	  membrane	  

de	  CD3ζ.	  

	  

Diminution	  de	  la	  réponse	  des	  lymphocytes	  T	  en	  absence	  de	  SAP.	  

Comme	   nous	   montrons	   une	   interaction	   directe	   de	   SAP	   avec	   CD3ζ,	   nous	   regardons	  

maintenant	   l’impact	   de	   l’absence	   de	   SAP	   sur	   la	   signalisation	   précoce	   induite	   par	  

l’activation	   du	   TCR.	   Pour	   cela,	   nous	   avons	   généré	   une	   lignée	   de	   cellules	  H9	   éteignant	  

stablement	  à	  environ	  80%	  la	  protéine	  SAP	  par	  ARN	  interférence	  (Figure	  5A).	  Suite	  à	  une	  

cinétique	  d’activation	  CD3,	  nous	  montrons	  que	  l’activation	  de	  la	  tyrosine	  kinase	  ZAP-‐70	  

n’est	   pas	   modifiée	   en	   absence	   de	   SAP.	   Cependant,	   nous	   observons	   une	   diminution	  

significative	  de	   l’activation	  des	  kinases	  Erk	  et	  Akt	   lorsque	   la	  protéine	  SAP	  est	   absente	  

(Figure	   5A).	   Des	   immunoprécipitations	   effectuées	   avec	   un	   anticorps	   anti-‐pTyr	   nous	  

permet	  d’observer,	  entre	  autres,	   la	   formation	  de	  complexes	  protéiques	  à	   la	  membrane	  

suite	   à	   une	   activation	  CD3	  des	   cellules.	  Dans	  des	   Jurkat	  WT,	   l’activation	  CD3	   induit	   le	  

recrutement	   de	   la	   PLC-‐γ,	   de	   Slp-‐76	   et	   de	   Grb2.	   Le	   recrutement	   de	   ces	   protéines	   au	  

niveau	   de	   complexes	   protéiques	   est	   complètement	   abrogé	   lorsque	   la	   chaine	   CD3ζ	   est	  

éteinte.	   L’extinction	   de	   SAP	   induit	   un	   phénotype	   intermédiaire	   dans	   lequel	   le	  

recrutement	   de	   Slp-‐76	   est	   diminué	   alors	   que	   ceux	   de	   la	   PLC-‐γ	   et	   de	   Grb2	   sont	  

complètement	   abolis	   suite	   à	   l’activation	   des	   cellules	   (Figure	   5B).	   L’absence	   de	   SAP	  

conduit	  donc	  à	  une	  diminution	  des	  voies	  de	  signalisation	  impliquant	  la	  PLC-‐γ,	  Grb2,	  Erk	  

et	  Akt	  qui	  sont	  induites	  après	  activation	  du	  TCR.	  

Nous	   avons	   également	   démontré	   que	   l’absence	   de	   SAP	   conduit	   à	   une	   diminution	   de	  

l’expression	  d’IL-‐2	  et	  d’IL-‐4	  après	  une	  stimulation	  CD3+CD28	  (Figure	  6).	  

	  

Dans	   cette	   étude,	   nous	  montrons	   pour	   la	   première	   fois	   que	   la	   protéine	   SAP	   interagit	  

directement	   avec	   les	   tyrosines	   phosphorylées	   Y72	   et	   Y83	   qui	   composent	   le	   premier	  

ITAM	  de	  la	  chaine	  CD3ζ	  du	  complexe	  TCR-‐CD3.	  Nous	  démontrons	  que	  cette	  interaction	  

régule	   les	   signaux	   précoces	   d’activation	   des	   lymphocytes	   T,	   tels	   que	   l’activation	   des	  

kinases	  Erk	  et	  Akt	  ainsi	  que	  la	  production	  de	  cytokines	  comme	  l’IL-‐2	  ou	  l’IL-‐4.	  
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Abstract

Mutations altering the gene encoding the SLAM associated protein (SAP) are responsible for the X-linked
lymphoproliferative disease or XLP1. Its absence is correlated with a defective NKT cells development, a decrease in B
cell functions and a reduced T cells and NK cells cytotoxic activities, thus leading to an immunodeficiency syndrome. SAP is
a small 128 amino-acid long protein that is almost exclusively composed of an SH2 domain. It has been shown to interact
with the CD150/SLAM family of receptors, and in a non-canonical manner with SH3 containing proteins such as Fyn, bPIX,
PKCh and Nck1. It would thus play the role of a minimal adaptor protein. It has been shown that SAP plays an important
function in the activation of T cells through its interaction with the SLAM family of receptors. Therefore SAP defective T cells
display a reduced activation of signaling events downstream of the TCR-CD3 complex triggering. In the present work, we
evidence that SAP is a direct interactor of the CD3f chain. This direct interaction occurs through the first ITAM of CD3f,
proximal to the membrane. Additionally, we show that, in the context of the TCR-CD3 signaling, an Sh-RNA mediated
silencing of SAP is responsible for a decrease of several canonical T cell signaling pathways including Erk, Akt and PLCc1 and
to a reduced induction of IL-2 and IL-4 mRNA. Altogether, we show that SAP plays a central function in the T cell activation
processes through a direct association with the CD3 complex.
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Introduction

The signaling lymphocyte activation molecule (SLAM)-associ-

ated protein (SAP) is a small cytoplasmic protein encoded by the

gene sh2d1a. Mutations or deletions of this gene have recently

been shown to be directly responsible for the X-linked lympho-

proliferative syndrome-1 (XLP1) [1,2,3,4]. This disease is a rare

genetic disorder that only affects young boys and is characterized

by an immunodeficiency and an incapacity to mount a proper

immune response to Epstein-Barr virus infections [5]. SAP was

concomitantly identified as an interactor of the SLAM family of

transmembrane molecules. This family of costimulatory receptors

includes SLAM (CD150), 2B4 (CD244), NTB-A, CD84, Ly-9

(CD229) and CRACC (CD319) [6,7,8,9]. SAP is a 128 amino-acid

long protein and, along with EAT-2 and ERT, it belongs to the

SAP family of small adaptor proteins [10]. These small proteins

are composed of a single SH2 domain that is followed, in the case

of SAP, by a short C-terminal tail. This SH2 domain has been

shown to bind to a specific consensus sequence named an

Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif (ITSM), TxYxxV/

I/L. This sequence was first evidenced in the cytoplasmic tail of

the SLAM family of proteins. It has recently been proposed that

SAP plays a switch function. Its recruitment to a specific ITSM

may compete with the recruitment of the cytosolic SH2 containing

tyrosine phosphatase-2 (SHP2), and may favor the recruitment of

SHIP, thus controlling a switch between these two signaling

pathways [4,11].

Also, and this is a unique feature for an SH2 domain, it has

been shown that SAP binds several SH3 domain containing

proteins, including Fyn, bPix, PKCh and NCK1 through a region

centered on the R78 residue of SAP [12,13,14,15]. This would

give SAP the properties of a small adaptor protein, playing a role

in the recruitment of signaling molecules to membrane proteins of

the SLAM family. Therefore, it is proposed that SAP allows for the

recruitment of Fyn to SLAM, and would thus play an activatory

role on subsequent signaling mechanisms. The cellular functions of

SAP are not yet well understood. SAP is exclusively expressed in

T, NK and NKT cells, and its expression in the B cell

compartment is still a matter of debate [16,17]. It has been

shown, both in XLP-1 patients and in SAP-deficient mice models,

that the absence of SAP is responsible for an immunodeficiency

that is due to an absence of NKT cell development, a decrease in

B cell functions and a reduced T-cell and NK-cell cytotoxic

activities [7,18,19,20].

It is known that CD150 provides a co-stimulatory signal to T

cells, and this function is partly dependent on the presence of SAP.

T cell activation is dependent upon the triggering of the T cell

receptor (TCR)-CD3 complex (TCR-CD3) and the subsequent

activation of signaling cascades. The TCR is composed of

a heterodimer of a and b variable chains that are responsible
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for the specific recognition of the antigen properly presented by

the MHC molecules [21]. The CD3 complex is composed of

a combination of four transmembrane proteins e, c, d and f that

form hetero- or homodimers (ec, ed, ff). The unique feature of the
T cell antigen receptor is that each CD3 molecule contains at least

one ITAM, whose consensus sequence is xYxxI/L(x)6–8YxxI/L, in

its cytoplasmic tail [22,23]. Altogether a TCR-CD3 complex

contains 10 ITAMs, one for each e, c and d and three for f. The
triggering of the TCR-CD3 complex leads to a rapid and strong

activation of cytosolic tyrosine kinase activity [24,25,26,27]. The

Src family kinases Lck and Fyn play a major function in the

proximal phosphorylation events mediated by the TCR-CD3

complex. The CD3 molecules are rapidly and sequentially

phosphorylated on their ITAM motifs and this leads to an

intricate and very organized signaling cascade. The first

phosphorylation events that occur on CD3f provide a docking

site for the tyrosine kinase ZAP70 that, in turn, strengthens the

phosphorylation of the chain and also phophorylates accessory

molecules [28]. Among these molecules are the transmembrane

adaptor protein LAT and the cytosolic adaptor SLP-76 that play

central and mandatory functions in the TCR-CD3 signaling

events [29,30]. Once phosphorylated LAT and SLP-76 allow for

the subsequent recruitment, directly or indirectly, of signaling

molecules such as PLCc1, PI3K, Cbl, Vav or Grb2 [29,31,32,33].

A full T cell activation requires a signal that is delivered by the

TCR-CD3 complex and a co-stimulatory signal from other

receptors such as CD28, CD2 and the CD150/SLAM family of

receptors. Recent studies have shown that members of this family

contain ITSM motifs and thus can associate with SAP and this

interaction plays a central role in the co-stimulatory action and

regulates some of the TCR-CD3 mediated signaling events [34].

Hence it has been proposed that the XLP associated immune

deficiency is due to a lack of T cell activation that would be

a consequence of the lack of SAP association with CD150, CD84,

NTB-A, CD244 and CD229.

In this paper, we show, in various T cell lines as well as in fresh

PBLs that SAP exclusively associates with membrane proteins in

activated cells. Among these proteins we have identified NTB-A

and more surprisingly CD3f. We show that SAP directly binds to

residues Y72 and Y83 that compose the first ITAM of CD3f (Y72-
Y83). Furthermore, we show that SAP deficient cells display

a strong reduction of Erk and Akt activation as well as a strong

reduction of the recruitment of PLCc1, Grb2 and SLP76 to

a phospho-tyrosine containing complex. Additionally, we show

that the silencing of SAP is accompanied by a reduced induction of

IL-2 and IL-4 mRNA expression in Jurkat cells. Collectively, these

data show for the first time that SAP directly associates with CD3f,
and this association, in addition to the already described

association with SLAM family members, directly regulates TCR-

elicited intracellular signaling events and T cell functions.

Methods

Reagents and Antibodies
Chemicals were from SIGMA (St Louis, MO) and Euromedex

(Souffelweyersheim, France). Restriction enzymes were from New

England Biolabs (Ipswich, MA). Fugene reagent was from Roche

(Meylan, FR). Anti-CD3f and anti-myc (9E10) mAbs, anti-Grb2

and anti-SAP purified sera were purchased from Santa Cruz

Biotechnology (TEBU, Le Perray en Yvelines, France), anti-NTB-

A mAb from Abnova (Wallnut, CA), anti-phosphotyrosine 4G10

mAb from Upsate Biotechnology (Lake Placid, NY). Monoclonal

rabbit Abs against phospho-Akt Ser473 (D9E), phopsho-p44/42

MAPK (Erk1/2, Thr202/Tyr204, D13.14.4E), p44/42 MAPK

(Erk1/2, 137F5), phospho-Zap-70 (Tyr319, 65E4), and Zap70

(D1C10E) were purchased from Cell Signaling (Boston, MA).

Polyclonal rabbit anti-PLCc1 and anti-Akt antibodies were from

Cell Signaling Technologies (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines,

France). Anti-beta actin mAb was from MBL (Clinisciences,

Nanterre, France), anti-GST antibody was from Neobioscience

(Clinisciences) and anti SLP76 mAb was from BD transduction

laboratories (BD, Le Pont de Claix, France). For cell stimulation,

anti-CD3e (UCHT-1) mAb was purchased from Biolegend

(Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France).

Sh-RNA constructs were from Open Biosystems (Open Biosys-

tems/Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). Two Sh-RNA

constructs, targeting different sequences in the SAP transcript, were

used in this study. These two constructs, clone ID

TRCN0000082710 (Sh-A3) and TRCN0000082712 (Sh-A5), were

from the RNAi consortium and there respective sequences are:

5’-CCGGGTGCTGTATCACGGTTACATTCTCGA-

GAATGTAACCGTGATACAGCACTTTTTG-39, and 59-

CCGGCACAAGGTACTACAGGGATAACTCGAGT-

TATCCCTGTAGTACCTTGGTTTTTG-39.

One Sh-RNAmiR targeting the 39 UTR sequence of the human

CD3f transcript was used, ref#V3LHS_409087, mature sens

sequence:59-ACCCGTCAATGTACTAGGATA-39.

Cell lines, Culture Conditions and Transfections
Human peripheral blood mononuclear cells were obtained from

volunteer anonymous healthy donors from the ‘‘Etablissement

Français du Sang’’. Mononuclear cells were separated by Ficoll-

Hypaque gradient centrifugation and treated as described

elsewhere [35]. Human samples were collected and handled in

the full respect of the declaration of Helsinki.

Jurkat, a human T-ALL derived cell line (ATCC, TIB-152) and

H9 (ATCC, HTB-176) a clone derived from the T leukemic cell

line Hut-78 were grown in RPMI-1640 medium, supplemented

with 10% Fetal Calf Serum (FCS).

Jurkat and H9 cells were transfected using a BioRad (Hercules,

CA) electroporator according to the manufacturer specifications.

Stable clones were obtained after a 2 week puromycine selection

and limiting dilution.

HeLa cell lines (ATCC, CCL-2) were maintained in culture in

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO/Invitro-

gen) medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS).

Transfections were performed using FuGENE 6 transfection

reagent, according to the manufacturer specifications (Roche

Diagnostics, Hoffman Laroche, Bazel, Switzerland). The experi-

ments were performed 48 hours post-transfection.

For stimulation experiments, Jurkat and H9 cells were starved

over-night in RPMI-1% BSA. The cells were resuspended at

2.107/mL and incubated with either 25 mM pervanadate for

30 min or 10 mg/mL of UCHT-1 Ab for 10 min. Stimulations

were stopped with two washes in ice-cold PBS and cells were lysed

as described below.

Plasmids, constructions and site directed mutagenesis
The human CD3f was cloned by PCR using the following set of

primers 59-CGGGTACCGCCAC-CATGAAGTG-

GAAGGCGCTTTTCACC-39 and 59-GATATCGC-

GAGGGGGCAGGGCCTGCATGTG-39 and inserted into

pCR4-TOPO vector (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to

the manufacturer protocol. For eukaryotic expression, all con-

structs were subcloned into pEF6-Myc expression vector. CD3fY-
F mutants were generated with the QuickChangeH II-E Site-

Directed Mutagenesis kit according to the manufacturer instruc-

tions (Stratagene Europe, Amsterdam, The Netherlands). The

Direct Association of SAP with CD3f
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following primers were used for the generation of each mutant, as

indicated.

CD3f-Y72F: 59AGAACCAGCTCTTTAACGAGCTCAA39

and 59TTGAGCTCGTTAAAGAGCTGGTTCT39.

CD3f-Y83F: 59GAAGAGAGGAGTTCGATGTTTTGGA39

and 59TCCAAAACATCGAACTCCTCTCTTC-39.

CD3f-Y111F: 59AGGAAGGCCTGTTCAATGAACTGCA39

and 59TGCAGTTCATTGAACAGGCCTTCCT39.

CD3f-Y123F: 59TGGCGGAGGCCTTCAGTGA-

GATTGG39 and 59CCAATCTCACT-

GAAGGCCTCCGCCA39.

CD3f-Y142F: 59ACGATGGCCTTTTCCAGGGTCTCAG39

and 59CTGAGACCCTGGAAAAGGCCATCGT39.

CD3f-Y153F: 59CCAAGGACACCTTCGACGCCCTTCA39

and 59TGAAGGGCGTCGAAGGTGTCCTTGG39.

All PCR were performed using high fidelity DNA polymerases

and the constructs were verified by DNA sequencing.

Immunoprecipitation, pull down and Western blotting
Cells were lysed with ice-cold lysis buffer (50 mM Tris (pH 8),

150 mM NaCl, 10 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, and

0,5% Triton X-100) containing 1mM PMSF, 1 mM Na3VO4 and

1/100 Protease Cocktail Inhibitors. Nuclear pellet and debris were

removed by centrifugation at 176103g 20 min at 4uC. 25 mg of

total proteins from cell lysates were mixed with an equal volume of

reducing sample buffer 2x (Laemmli’s buffer) and boiled for 5 min.

For immunoprecipitation experiments, an equivalent amount of

proteins from cell lysates was incubated for 2 h at 4uC with the

specified antibodies. Protein-G beads were added to the immune

complexes for 45 minutes, washed five times with ice-cold lysis

buffer. Purified immuno-precipitates, immobilized on protein-G

beads, were mixed with an equal volume of Laemmli’s buffer 2x

and boiled for 5 min.

For pull down experiments, 225 mg of purified GST fusion

proteins were added to precleared lysates for 2 hours at 4uC.
20 mL of Glutathione-sepharose beads were added for 45 min at

4uC. The beads were washed 5 times with lysis buffer, boiled in

Laemmli’s buffer.

Proteins were resolved on SDS-polyacrylamide gels and trans-

ferred to PVDF membranes. The membranes were blocked for

2 h in TBS-T (TBS/0.2% Tween-20) with 5% BSA prior to being

successively probed with the proper primary and secondary Ab in

TBS-T. The membranes were washed, and protein detection was

conducted using Lycor reagents and Odyssey detection material.

Far Western Blotting
Proteins were immunoprecipitated, separated, and transferred

to PVDF membrane as described above. The membrane was

incubated with the indicated purified recombinant protein (GST

alone or GST-SAP) at 1 mg/mL in TBS, 0.2% Tween, 3% bovine

serum albumin for 1.5 h. The membrane was washed 5 times and

the recombinant protein was revealed by western blot against the

GST moiety with an anti-GST antibody. The immunoblot was

then processed further as described above.

Cell fractionation
After stimulation, cells were resuspended in Dounce Buffer at

2.108/mL (10 mM Tris (pH 7.6), 0,5 mM MgCl2, 1 mM PMSF,

1 mM Na3VO4 and 1/100 Protease Cocktail Inhibitors) for

10 min at 4uC. Cells were broken by 30 strokes in a Dounce

homogenizer with a tight-fitting pestle. Tonicity was restored by

adding Tonicity Restoration Buffer (10 mM Tris (pH 7.6), 10 mM

MgCl2, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4 and 1/100 Protease

Cocktail Inhibitors). Nuclear fractions were removed by centrifu-

gation at 500 g for 5 min at 4uC. Cytosols and crude membrane

fractions were separated by a 45 minutes centrifugation at

110000 g and 4uC in a bench top ultracentrifuge (Optima XL,

Beckman- Coulter). The pelleted crude membrane fraction was

solubilized in Lysis buffer and the cytosols were equilibrated for

the detergent content.

RNA extraction, Reverse transcription and Quantitative
PCR
Cells were incubated on ice for 30 minutes with 10 mg/mL anti-

CD3 and 25 mg/mL anti-CD28. After 2 washes in ice-cold PBS,

cells were cross-linked with 50 mg/mL goat anti-mouse F(ab’)2 for

the indicated time at 37uC. RNA was extracted using the SV Total

Isolation System according to the manufacturer’s protocol

(Promega). 2 mg of RNA were reverse-transcribed using the

SuperScriptH III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Quantitative

PCR were performed in a Stratagene Mx3005P Real Time

Thermal Cycler, using the Stratagene Brilliant II SYBR Green

QPCR Master Mix (Agilent Technologies) according to the

manufacturer’s instructions. Transcripts for the ribosomal 60s-

subunit protein Rpl38 were used as an internal control. The

specific primers used are: Rpl38 forward: 59-

GTTGCTGCTTGCTGTGAGTG-39; Rpl38 reverse: 59-CA-

GATTTGGCATCCTTTCGTC-39; IL-2, forward: 59-AACT-

CACCAGGATGCTCACATTTA-39, reverse: 59-

TCCCTGGGTCTTAAGTGAAAGTTT-39; IL-4, forward: 59-

TTCTCCTGATAAACTAATTGCCTCACATTGTC-39, re-

verse: 59-GGTGATATCGCACTTGTGTCCGTGG-39. Results

were expressed as cytokine/Rpl38 mRNA ratio.

Results

SAP specifically associates with membrane proteins in
activated Jurkat cells
SAP is a small adaptor cytosolic protein that is known to

associate with the SLAM family of receptors. In order to further

explore the SAP associated signalosome in activated T cells

a pervanadate stimulation of Jurkat T cells was performed. It has

been described that pervanadate forms a permeant inhibitor of

tyrosine phosphatases and leads to an increased tyrosine

phosphorylation of many cellular proteins, thus mimicking the

pattern of phosphorylation in activated T lymphocytes [36]. The

cells were fractionated into a crude membrane fraction and

a cytosolic fraction, and equivalent amounts of proteins from each

fraction were used for pull down experiments with GST-SAP

fusion protein or GST as a control. As shown in figure 1A (left

panel), the GST-SAP fusion protein interacts with numerous

phospho-proteins extracted from the membrane fraction. The

major associated proteins displayed apparent molecular weights

spanning from 110 to 21 kDa (figure 1, left panel, arrows).

Surprisingly, it did not interact, or only very weakly, with cytosolic

proteins (Figure 1A, right panel). Total extracts are shown as Total

Membrane extract (TME) and Total Cytosolic Extract (TCE) in

Figure 1A.

In addition, a western blot directed against SAP reveals that

SAP is slightly more abundant in total membrane extracts (TME)

upon activation (Fig 1B, upper panel). The equivalent protein

loading, within each fraction, was verified by an anti-actin blot

(Figure 1B, lower panel). The intensity of each band was

numerically quantified. The densitometric analysis of the SAP/

actin ratio, averaged on at least four independent experiments, is

represented in Figure 1B. Our results repeatedly showed an

increase of SAP in the membrane fraction of activated cells (about

34% increase, in average) with a reciprocal decrease in the
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cytosolic fraction (about 20% decrease, in average). Altogether,

these results indicate that SAP is being recruited at the membrane

once its partners are tyrosine phosphorylated. Also these results are

the first that demonstrate that SAP exclusively interacts with

membrane associated partners and this led us to perform all

subsequent experiments with whole cell extracts assuming that all

the described interactions occur at the membrane.

SAP associates with NTB-A and CD3f in activated T
lymphocytes
It has been shown that SAP binds to the ITSM sequence located

in the cytoplasmic region of the SLAM family of receptors. In

order to validate our system we investigated which of these

receptors were present in our GST-SAP pull down experiments.

GST-pull down experiments were performed on whole cell

extracts of resting or CD3-activated cells. This was performed

by directly adding a purified UCHT-1 monoclonal antibody,

directed against the CD3e chain. This antibody, used in solution,

is known to activate the CD3 complex and the downstream

signaling cascade. Noticeably, the pattern of associated proteins,

from a whole cell extract, is very similar to the one previously

observed in a membrane fraction (compare Fig. 1A to Fig. 2A),

thus confirming that the majority, if not all, of the SAP associated

proteins is located in the membrane fraction. In more details we

could observe several SAP-associated proteins with molecular

weights varying from 110, 70, 37, 23 and 20221 kDa (Fig. 2A

arrows). The two stronger signals were obtained with the p70 and

the p20221 phospho-proteins. As a comparison a similar pull

down experiment was performed on whole cell lysates from

pervanadate-treated Jurkat cells and this produced a very similar

pattern of associated phospho-proteins (Figure 2A, compare left

and middle panel). This result demonstrates that, in our

conditions, a pervanadate activation of T cells perfectly mimics

the phospho-signalosome observed with a more physiological

TCR-CD3 activation through UCHT1 binding. Also, as shown in

figure 2A (right panel) a similar experiment performed on fresh

Peripheral Blood lymphocytes provided similar results, thus

excluding the possibility that our observation would be cell line

specific.

To our knowledge neither SLAM (CD150) nor 2B4, the two

main interactors of SAP, are expressed in Jurkat T cells [37].

Using a specific serum (Figure 2B) we show that NTB-A co-

migrates with the phosphorylated p70 protein that associates with

SAP. Thus NTB-A is at least one component of this heavily

tyrosine-phosphorylated p70 band. In accordance with the results

obtained in Figure 2A we demonstrate that NTB-A is phosphor-

ylated and associates with SAP in non-activated cells and this

association is increased upon activation.

Having confirmed that SAP interacts with a known partner, we

turned to the identification of unreported partners. Interestingly,

the SAP-associated 20221 kDa phospho-proteins could be

observed in the whole cell lysates of UCHT-1 stimulated cells

and were strikingly similar, in their migratory pattern, to the well-

known CD3f chain. In figure 2B a specific anti-CD3f western blot

demonstrates that the p20221 protein is indeed a presumably

phosphorylated form of CD3f and that it is associated with SAP in

activated cells. Additionally, we demonstrate that this SAP-CD3f
association is also seen in CD3 activated PBL (Figure 2C), which

argues against a possible cell line dependent observation.

SAP directly interacts with CD3f
The association of SAP with the SLAM family of receptors has

been extensively described. In our experiments, we show that

NTB-A and CD3f precipitate with SAP. The precipitation of

CD3f in these experiments could be due to an association of the

TCR-CD3 complex with NTB-A at the cell membrane, and, thus,

CD3f could be associated with SAP in an indirect manner. In

order to study whether the association of SAP with CD3f is direct
or indirect, Jurkat T cells were activated with pervanadate and

a co-immunoprecipitation assay was performed with an anti-CD3f
antibody. The membrane was first subjected to a Far-western

assay (also called overlay assay), as described in the material and

methods section. This method is a method of choice to determine

if an association is direct or not. In our case we can demonstrate

that SAP directly interacts with CD3f p20221 forms, upon

stimulation (stars Figure 3A, panel FW: GST-SAP). These

p20221 forms perfectly overlap the phosphorylated forms

observed in an anti-phosphotyrosine immunoblot (stars

Figure 3A, panel anti- PTyr). In these experiments we observed

that SAP may also associate, under stimulation, with the faster

migrating p16 CD3f form (arrow Figure 3A, FW GST-SAP and

WB CD3f panels). In overexposed anti-phosphotyrosine blots we

could detect a faint signal at this 16 kDa position, suggesting that

the p16 isoform, although at a low level, is also tyrosine

phosphorylated (see Figure S1). Noticeably, we did not detect

the p16 form in the non-stimulated sample. This point is

important as it also rules out any non-specific binding of our

Figure 1. SAP partners are exclusively in the membrane
fractions. Jurkat cells were either untreated or treated with 25 mM
of pervanadate for 30 minutes. Cells were fractionated by Dounce
homogenization and membranes were purified by ultra centrifugation,
resolubilized in lysis buffer, precleared and GST or GST-SAP were
incubated with the cytosol or membrane fractions. A, pull downs were
separated and immunoblotted with anti-phosphotyrosine antibody
(4G10). B, crude membrane or cytosolic fractions from 56105 cells were
separated and immunoblotted for SAP. Each band was numerically
quantitated (indicated in arbitrary units, a.u.) and the percentages
indicate the evolution of the band intensity in the stimulated lysate
reported to the non-stimulated lysate in each fraction. These
experiments were repeated at least four times. TME: Total Membrane
Extract, TCE: Total Cytosolic Extract.
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g001
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fusion protein in the Far-western assay. Also, all the blots were

always performed using the same following sequence, FW-GST

followed by FW-GST-SAP, followed by immunoblot anti-PTyr

and eventually immunoblot anti-CD3f. Furthermore, we show in

figure 3B that we can indeed co-immunoprecipitate SAP with an

anti-CD3f antibody, which confirms that the SAP/CD3f in-

teraction occurs in vivo and not only in pull down assays.

Noticeably, SAP was co-precipitated with CD3f only under

stimulation, which would preclude an interaction with the non-

phosphorylated CD3f form. Altogether, these data demonstrate

that SAP directly associates with CD3f in Jurkat cells.

SAP-CD3f interaction is dependent on the first CD3f-
ITAM motif
As we demonstrated the direct interaction of SAP with CD3f,

mutants of CD3f, in which the cytoplasmic tyrosine residues have

Figure 2. SAP associates with NTB-A and CD3f in activated T
lymphocytes. A, upper-left panel: Jurkat cells were stimulated or not
with the anti-CD3e mAb UCHT1 for 10 minutes, lysed, precleared and
GST or GST-SAP pull down experiments were performed. Upper-Middle
panel: Jurkat cells were treated with 25 mM of pervanadate for
30 minutes, lysed, precleared and GST-SAP pull-down was performed
as above. Upper-Right panel: T-cell blasts were stimulated with UCHT1
for 10 minutes, lysed, precleared and GST-SAP was incubated with cell
lysate. Pull downs were immunoblotted with anti-phosphotyrosine
(4G10) antibody. B, Jurkat cells were either untreated or treated with
25 mM of pervanadate for 30 minutes, lysed, precleared and GST or
GST-SAP were incubated with cell lysates. GST pull downs were
immunoblotted for NTB-A or CD3f, as indicated. C, T-cell blasts were
stimulated or not with UCHT1 for 10 minutes, lysed, precleared and GST
or GST-SAP pull downs were performed and immunoblotted for CD3f.
These experiments were repeated at least 3 times. The position of NTB-
A is indicated by an arrow.
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g002

Figure 3. SAP directly associates with phospho-CD3f. A, Jurkat
cells were untreated or treated with 25 mM of pervanadate for
30 minutes, lysed and immunoprecipited with an anti-CD3f antibody.
The immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE and transferred,
the membranes were subjected to Far-western blotting with GST alone
(panel FW GST) then GST-SAP fusion protein (panel FW GST-SAP),
stripped and reprobed with an anti-phosphotyrosine (4G10) antibody
(upper panel) and then with an anti-CD3f antibody (lower panel). B,
Jurkat cells were untreated or treated with 25 mM of pervanadate for
30 minutes, lysed, immunoprecipited for CD3f and then immuno-
blotted for SAP (upper panel). The equal amount of precipitated CD3f
was assessed by an anti CD3f blot (lower panel). These experiments
were repeated at least 3 times.
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g003
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been replaced by phenylalanine residues, were generated by site

directed mutagenesis and fused to a myc-tag encoding sequence in

a eukaryotic expression plasmid. The tyrosine residues were

mutated, one by one or ITAM by ITAM, as schematized in

figure 4A. In first instance, and in order not to interfere with the

endogenously expressed CD3f, HeLa cells were transfected with

these constructs. Forty-eight hours post transfection the cells were

stimulated with pervanadate and a GST-SAP pull down assay was

performed. The products of the pull down assays were resolved by

SDS-PAGE and detected by an anti-myc immuno-blot (figure 4B,

upper panel). As shown, CD3f no longer associates with SAP

when the first ITAM is mutated (mutant Y72FY83F), whereas the

association is not modified when the two other ITAMs are

mutated. The apparent molecular weight of CD3f in these

experiments appears slightly more important than in figures 2 and

3 because of the presence of a C-terminal Myc/6His tag in these

constructs. As shown in figure 4B (middle panel) all the constructs

were expressed at comparable amounts in the whole cell lysates. In

addition, all the constructs were revealed in an anti-phosphotyr-

osine blot (Figure 4B, Lower panel), excluding the possibility that

a lack of interaction would be due to a lack of global

phosphorylation of CD3f.
As SAP contains only one SH2 domain, we tried to further

characterize the exact site of interaction within this proximal

ITAM. Wild type, single mutant or double mutant forms of CD3f
were expressed in HeLa cells treated or not by pervanadate, and

the products of a pull down assay were compared (Figure 4C). The

equivalent expression of the CD3f proteins and their phosphor-

ylation were verified by anti-CD3f and anti-phosphotyrosine blots,

respectively (Figure 4C middle and lower panels). The GST-SAP

precipitated CD3f proteins were revealed by an anti-myc

immuno-blot (Figure 4C, upper panel). When compared to the

WT- CD3f, a single tyrosine mutant can still associate with SAP,

although to a much lower extent. This suggests that SAP may

associate with both tyrosine residues, independently, and that both

residues must be mutated in order to completely abrogate the

association with SAP.

Diminished signaling response in T cells in absence of
SAP-CD3f association
As we have evidenced a direct association of SAP with CD3f in

activated T lymphocytes, we investigated whether we could show

an effect of the absence of SAP on the proximal CD3 mediated

signaling events. For that purpose we generated H9 cell lines

deficient for SAP expression. This was performed through the

constitutive expression of Sh-RNA designed to specifically down-

modulate the expression of SAP. The cells were selected with the

appropriate selection agent and a polyclonal population, that

displayed an average 80% down-modulation of SAP expression,

was used in our experiments (figure 5A, SAP panel, compare left

and right panels). Similar results were obtained with two different

Sh-RNA constructs, as specified in the material and methods

section. The results shown in figure 5 were obtained with the SAP

Sh-A3 and were confirmed with the SAP Sh-A5 (not shown). In

order to study proximal signaling events, the cells were stimulated

with UCHT-1 for the indicated period of time. At first, we could

observe that ZAP 70 phosphorylation, evidenced by a phospho

specific antibody, was not modified in cells that do not express

SAP (Figure 5A, pZAP70 panel).

Further investigations showed that DSAP H9 cells displayed

a noticeable and reproducible reduction of both Erk and Akt

phosphorylation (figure 5A, pErk and pAkt panels, respectively,

compare left and right panels). Similar results were obtained in Sh-

SAP expressing Jurkat cells (Not shown). However, as H9 cells are

known to express both SHIP and PTEN, which is not the case of

Jurkat cells, the reduced phosphorylation of Akt was easier to

evidence in H9 cells [38]. Similar stimulation assays were

performed in the parental Jurkat cell line and in clones that have

an Sh-RNA-mediated lower expression level of SAP or CD3f
(DSAP or Df respectively). After stimulation, the cells were lysed

and subjected to an anti-phosphotyrosine immunoprecipitation.

The products were resolved by SDS-PAGE and revealed by

Figure 4. SAP associates with the first CD3f-ITAM motif. A,
Schematic view of the generated CD3f mutants. B, HeLa cells were
transfected with either an empty vector, or with myc-CD3f-WT or with
mutant myc-CD3f as indicated. Forty-eight hours post-transfection the
cells were left untreated or were treated with pervanadate for
10 minutes, lysed, precleared and GST-SAP was incubated with the
cell lysates. GST-SAP pull downs were immunoblotted with an anti-Myc
(9E10) antibody (upper panel) and lysates were immunoblotted with
anti-CD3f and anti-Ptyr antibodies (middle and lower panels, re-
spectively). C, HeLa cells were transfected with either an empty vector,
or with myc-CD3f-WT or with myc-CD3f- bearing mutations in the first
ITAM, and treated as in B. This figure is representative of at least three
independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g004
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immunoblotting against various signaling molecules known to

precipitate or co precipitate in these conditions. In figure 5B we

can show that the wild type parental cell line responded nicely to

the CD3 stimulation and we could evidence, as expected, a good

co precipitation of three major CD3-mediated signaling molecules,

namely SLP76, Grb2 and PLCc1. As expected, in the cells that do

not express CD3f (Df), we could barely detect SLP76 and PLCc1
in 4G10 IPs. On the contrary, and for reasons that remain

unclear, the level of phosphotyrosine associated-Grb2 was

constitutively high and did not respond to the stimulation by

UCHT1. Interestingly, the Jurkat clones that have a reduced

expression level of SAP (DSAP) displayed an intermediary pattern,

with an important reduction, although not complete, of the 4G10-

associated SLP76. More strikingly, the levels of Grb2 and PLCc1
were constitutively low and did not increase in response to CD3

stimulation.

As we can evidence a decrease in some signaling events

downstream of a TCR-triggering in SAP deficient cells, we seeked

for a more functional relevance of SAP involvement in this

particular cascade. The production of IL-2 and IL-4 is a known

functional consequence of the antigen-stimulation of T cells that

would eventually lead to Th2 differenciation [39]. Both cytokines

have been shown to be expressed by CD3/CD28-stimulated jurkat

cells [40]. We used a quantitative PCR method in order to

quantitate a possible modulation of IL-2 and IL-4 gene expression

in DSAP cells compared to wild-type jurkat cells. The cells were

either left untreated or were CD3/CD28-stimulated. RNA was

extracted and amplified as described in the material and methods

section. In Figure 6, we show that in two different populations of

jurkat cells, independently silenced with two different SAP-

targeting Sh-RNAs (Sh-A3 and Sh-A5), the down-modulation of

SAP is accompanied by a reduction of the induction of both IL-2

and IL-4 gene expression in response to TCR stimulation. As

represented in Figure 6A and 6B, we observed an overall 38%

decrease of the induction of IL-2 and IL-4 gene expression,

respectively, when the SAP expression is down modulated by

about 58% (as represented in Figure 6B).

Altogether our results show that SAP does not modify the

activation of a very proximal event such as ZAP70 phosphoryla-

tion. However, it plays a role in the activation of canonical

signaling pathways such as PLCc1, Grb2, Erk and Akt.

Furthermore, the absence of SAP expression correlates with a lack

of induction of more distal and functional events such as the gene

expression of IL-2 and IL-4.

Discussion

In this study we document a novel direct interactor of the CD3f
chain, namely the SH2 domain-only molecule SAP. Despite its

single SH2 domain structure, SAP has been shown to interact with

numerous proteins that mostly belong to the SLAM family of

receptors [6,9]. Others have extensively studied the interaction of

SAP with the SLAM-CD150 family of proteins.

A full T cell activation requires a signal that is delivered by the

TCR-CD3 complex and a co-stimulatory signal from other

receptors such as CD28. In addition to CD28, receptors belonging

to the ITSM-containing CD150 (SLAM) family have been

demonstrated to mediate a co-stimulatory signal. Recent studies

have shown that members of this family contain ITSM motifs and

thus can associate with SAP and this interaction plays a central

role in the co-stimulatory action and regulates some of the TCR-

CD3 mediated signaling events. Hence it has been proposed that

the XLP associated immune deficiency is due to a lack of T cell

activation that would be a consequence of the lack of SAP

association with CD150, CD84, NTB-A, CD244 and CD229.

Data obtained by others, in T cells from XLP patients, have

suggested that SAP may play a direct role in the TCR-CD3

mediated signal [34]. Through a non-elucidated mechanism, these

authors demonstrate that a default of SAP expression is

accompanied by a default of activation of some canonical signaling

pathways, such as Erk and Vav phosphorylation.

Our work provides a mechanism for the function of SAP in the

TCR-CD3 activatory signaling. In the present paper, we show

that, in activated T cells, SAP interacts with NTB-A, a CD150

(SLAM) family member, as well as with the CD3f chain. We

demonstrate that the CD3f-SAP interaction requires the first

ITAM motif in the cytoplasmic tail of CD3f. Furthermore, by the

mean of Far Western blotting, we show that this interaction is

direct. Additionaly, we can exclude the possibility that the

interaction between SAP and CD3f would be mediated, in co-

immunoprecipitation experiments, through NTB-A. Indeed, we

can evidence this interaction in HeLa and Kit-225 cell lines that

do not express NTB-A. Altogether, these observations confirm that

the SAP-CD3f association described in this paper is not mediated

by NTB-A.

Figure 5. SAP acts in the CD3-mediated activation of Erk, Akt
and PLCc1 pathways. A, The parental H9 cell (WT) and H9 cells, stably
expressing a SAP specific Sh-RNA (DSAP), were stimulated with UCHT-1
for the indicated times. 25 mg of proteins were separated by SDS-PAGE
and Zap70, Erk and Akt activations were revealed by Western blotting
using specific phospho-antibodies. The total amount of each protein in
the lysate was shown for comparison. SAP extinction was controlled by
an anti-SAP immunoblotting and equal quantities of proteins in each
lane were assessed by an anti-Actin immunoblotting. B, parental Jurkat
cells (WT) and Jurkat clones expressing either SAP-targeting or CD3f-
targeting Sh-RNAs (DSAP and Df respectively) were stimulated or not
with UCHT-1 for 10 minutes and lysed. Proteins were immunoprecip-
ited using a phospho-tyrosine antibody (4G10), separated on SDS-PAGE
and transferred. PLC-c1, Slp76 and Grb2 were immunoblotted using
specific antibodies. This figure is representative of at least eight
experiments in different clones and cell lines.
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g005
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To our knowledge, this is the first demonstration that SAP

interacts with CD3f, directly, and that by such an association it

directly plays a function in the TCR-CD3 mediated signaling (i.e.

not through SLAM receptors). We demonstrate that, when the

expression of SAP is down modulated, the phosphorylation of Erk

and of Akt is diminished. These results suggest that the function of

SAP is to favor the activation of the Erk and Akt pathways

downstream of ZAP70 activation. In agreement with our results,

and while this manuscript was in revision, Baldanzi et al, with one

of the Sh-RNA construct used in the present study (clone ID

TRCN0000082712), showed that the down-modulation of SAP in

Jurkat cells leads to a decreased Erk activation in response to

a CD3-CD28 stimulation [41]. We show that in absence of SAP

the PLCc1 protein is not recruited anymore to phosphorylated

complexes. This observation could confirm that SAP may

inactivate DGKa through the activation of PLCc1, as suggested
by Baldanzi et al.

Whether SAP functions downstream of ZAP70 or indepen-

dently of ZAP70 is still a matter that we were not able to address.

Altogether our data partly confirm the results obtained by

Nakamura et al. in HVS-transformed cells from XLP patients

[42]. However, these authors described an increase of CD3f and

ZAP70 phosphorylation. These discrepancies might be explained

by the facts that the patient cells used in their studies were virally

transformed and probably in a constitutively activated state.

Interestingly the p75 SAP-associated protein described by

Nakamura et al. is most probably the NTB-A protein that we

identified in the present work.

We provide evidence that in absence of SAP the recruitment of

PLCc1, Grb2 and SLP76 to phosphotyrosine containing com-

plexes is largely impaired. Additionally we show that the silencing

of SAP expression leads to a noticeable down-modulation of IL-2

and IL-4 gene induction, as assessed by quantitative PCR.

Altogether, our results demonstrate that SAP directly plays

a central function in T cell activation. We have shown that in

absence of SAP, the global phosphorylation of ZAP70 remains

unchanged when compared to non-modified cells (Figure 5). It

would then be of great interest to determine which proximal event

is affected by the absence of SAP in the CD3 mediated signaling

events.

Also we performed similar experiments in CD3f depleted Jurkat

cells re-expressing the various ITAM mutants as described in

figure 4 (data not shown). In these cells we did not evidence any

dramatic modification of the studied signaling events. This

observation would suggest that, in agreement with Malissen et

al., when CD3f ITAM motifs are crippled some other CD3

components (i.e. CD3e or CD3c) may participate in the activation

events [43]. This could also be true for SAP, and it may be

recruited to another component when CD3f is not functional.

The SAP protein has been demonstrated to bind to a consensus

sequence T/SxYxxV/I/L, named ITSM that is present in all the

SLAM family of receptors [44]. We have identified the site of

interaction of SAP on the first ITAMmotif of CD3f. This is a strict
consensus sequence for an ITAMmotif, and it does not present the

canonical structure of an ITSM, with a T or S in ‘‘22’’ from the Y

residue.

Thus we provide evidence that, in-vivo; SAP may also bind to

structures other than ITSM motifs. Li et al showed that the SAP

SH2 domain is very flexible and that it adopts a different structure

according to the sequence of the peptide it complexes with.

Furthermore, Li et al showed that SAP displays various relative

affinities depending on the type of interaction it can make with its

target motifs [45]. Accordingly, they evidenced that the lowest

relative affinity is obtained between the SAP-SH2 domain and

a conventional ‘‘two-pronged’’ YxxV/I consensus motif. Thus, our

results confirm that SAP may behave as a conventional SH2

domain bearing protein. However, the fact that this interaction

may be of a much lower affinity may explain why it has not been

described earlier and was probably masked by the association with

SLAM family receptors. Additionally, we have shown in a Far-

Figure 6. SAP-silencing down-modulates IL-2 and IL-4 gene
expression in Jurkat cells. A and B, The Jurkat parental cell (WT) and
two clones (DSAP-1 and DSAP-2), stably expressing two different SAP
specific Sh-RNAs (Sh-A3 and Sh-A5 respectively), were stimulated by
CD3/CD28 for 60 min for IL-2 (A) or 30 min for IL-4 (B). Quantitative RT-
PCR was performed for IL-2 (A) and IL-4 (B) gene expression. Results
were normalized to the ribosomal protein, Rpl38, gene expression. Data
shown are representative of two independent experiments. C, Whole
cell lysates of the Jurkat parental cell (WT) and the two clones DSAP-1
and DSAP-2 were resolved by SDS-PAGE and SAP extinction was
controlled by an anti-SAP immunoblotting. Equal amount of proteins in
each lane were assessed by an actin-immunoblotting. Each band was
numerically quantitated (indicated in arbitrary units, a.u.) and the SAP/
Actin ratio for each cell population is graphically presented (normalized
to 100% in Jurkat WT).
doi:10.1371/journal.pone.0043200.g006
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Western assay that SAP almost exclusively binds directly and in an

inducible manner to the phosphorylated p21 form of CD3f (see

figure 3A, stars). These various phosphorylated forms of CD3f
have been described in the past and are regularly observed [46].

However, we could also detect a slight association of SAP with

a p16 form of CD3f, under stimulation. We have observed that

this form is slightly phosphorylated (see Figure S1) and also we

may favor such an interaction in vitro on a denatured CD3f. In
conclusion, we show that SAP interacts in an inducible manner

with the phosphorylated CD3f chain, this could make the

difference between an ITSM and an ITAM motif, and only an

ITSM motif would allow a constitutive interaction with SAP

whereas an ITAM needs to be phosphorylated. Furthermore, all

the three ITAMs contained in the cytoplasmic tail of CD3f
present a similar consensus sequence. It is thus tempting to

speculate that either a conformational event or the occupation of

the other ITAM motifs by other signaling molecules renders only

the first ITAM accessible for SAP binding. However this

observation broaden the possible function of ITAM motifs, as it

has been suggested they may already overlap the functions of

ITIM motifs thus being called inhibitory ITAMs [47,48].

Our study confirms that SAP plays a major role in the

regulation of signaling events that control the activation of T

lymphocytes. Of note, the results presented here may highlight

only a partial image of the function played by SAP in the TCR

signaling. SAP has been shown to associate with other partners,

through a R78/SH3 interaction, as it does with Fyn. Among these

partners are PKCh and bPix that have been shown to play

important function in T cell signaling. It is indeed tempting to

speculate that the function of SAP would be to bring additional

partners, such as Fyn or PKCh, in proximity of the CD3 complex.

An association of SAP with Fyn could be confirmed in our

investigations (not shown) and it would probably be of interest to

further decipher the signalosome that is brought to the TCR

through its direct interaction with SAP. It is interesting to note

that, in our cellular model, SAP associates with NTB-A and CD3f
and seems to participate in proliferation and survival mechanisms.

It has been proposed in the past that IL-2 signaling could

propagate signals that uncouple the TCR from the CD3 complex

and therefore modify the ability of the cells to respond through the

full TCR/CD3 complex [49]. It is thus possible that in response to

some stimuli (i.e. IL-2), these interactions would be modified and

the cells would respond differently to a re-stimulation of their TCR

complex leading to an apoptotic signal as recently reported by

Snow et al [50].

While this manuscript was in preparation Bida et al showed that

2B4 (a member of the CD150-SLAM family) uses ITAM

containing molecules, such as CD3f, to initiate signaling [51].

However, through co-immunoprecipitation experiments they did

not demonstrate that SAP directly interacts with CD3f, and it

could not be excluded that the SAP-CD3f occurs through the

interaction with a common partner. Also, they showed that SAP

could be constitutively co-precipitated with CD3f in NK cells.

These results are in agreement with our observation, however it

seems that this interaction is more inducible in T cells. The

observation by Bida et al. reinforces the idea that SAP, through its

interaction with CD3f, may play a more general role in the

activation of cells using CD3f-ITAMs. The association and the

functions of SAP that are shown in the present study would be

worth being investigated in other cell types using CD3f-ITAM
signaling such as NK or B cells expressing CD16-CD3f
complexes.

Our data suggest that SAP plays a complex role that cannot

exclusively be related to its association with the SLAM family

members. Supporting this idea are the recently published data by

Li et al. [52] that showed that SAP associates with FCcRIIB in B-

lymphocytes and by recruiting Lyn kinase plays an inhibitory

function in B cell signaling. It is also possible that this interaction of

SAP with CD3f may be crucial for the development and function

of NKT cells that have been shown to be absent in XLP1 patients

or in SAP deficient mice.

Supporting Information

Figure S1 CD3f migrates as several phosphorylated
bands upon pervanadate treatment. Jurkat cells were left

untreated or were treated with pervanadate for 30 minutes. Cells

were lysed and immunoprecipitates were performed, washed and

resolved as described in the material and methods section. After

transfer, the membrane was first immunoblotted with an anti-

PTyr antibody (upper panel). The presence of CD3f was checked
by an anti-CD3f immunoblot (lower panel). Arrows indicate all

the CD3f forms.
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Figure	   S1.	   CD3ζ	   migrates	   as	   several	   phosphorylated	   bands	   upon	   pervanadate	  
treatment.	   Jurkat	   cells	   were	   left	   untreated	   or	   were	   treated	   with	   pervanadate	   for	   30	  
minutes.	   Cells	   were	   lysed	   and	   immunoprecipitates	   were	   performed,	   washed	   and	  
resolved	  as	  described	  in	  the	  material	  and	  methods	  section.	  After	  transfer,	  the	  membrane	  
was	   first	   immunoblotted	   with	   an	   anti-‐PTyr	   antibody	   (upper	   panel).	   The	   presence	   of	  
CD3ζ	  was	  checked	  by	  an	  anti-‐CD3ζ	   immunoblot	   (lower	  panel).	  Arrows	   indicate	  all	   the	  
CD3ζ	  forms.	  
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INTRODUCTION	  

	  

L’inflammation	  est	  une	  réaction	  complexe	  mise	  en	  place	  en	  réponse	  aux	  dommages	  des	  

tissus	  ou	  aux	  infections.	  Les	  réponses	  inflammatoires	  sont	  protectives	  et	  concernent	  à	  la	  

fois	   les	   acteurs	   du	   système	   immunitaire	   inné	   et	   adaptatif.	   Cependant,	   des	   réactions	  

inflammatoires	   dérégulées	   conduisent	   à	   l’apparition	   de	   pathologies	   auto-‐immunes	  

comme	   la	   polyarthrite	   rhumatoïde,	   le	   lupus	   érythémateux,	   la	   sclérodermie	   ou	   des	  

vascularites…	  	  

Les	  réponses	  inflammatoires	  sont	  caractérisées	  par	  deux	  étapes	  principales	  :	  d’une	  part	  

par	   une	   augmentation	   de	   la	   perméabilité	   vasculaire	   et	   d’autre	   part	   par	   la	   migration,	  

l’accumulation	  et	  l’activation	  de	  leucocytes	  au	  niveau	  du	  site	  inflammatoire.	  La	  variation	  

de	   la	   perméabilité	   vasculaire	   et	   le	   recrutement	   des	   leucocytes	   dépendent	   des	  

communications	  intercellulaires	  médiées	  par	  les	  molécules	  d’adhésion	  cellulaire	  (CAM)	  

entre	   les	   cellules	   endothéliales	   adjacentes	   et	   entre	   les	   cellules	   endothéliales	   et	   les	  

leucocytes.	  Les	  interactions	  médiées	  par	  les	  CAM	  permettent	  l’infiltration	  des	  leucocytes	  

au	   niveau	   du	   site	   inflammatoire	   et	   induisent	   la	   libération	   de	   cytokines	   pro-‐

inflammatoires	   qui	   activent	   à	   la	   fois	   les	   cellules	   endothéliales	   et	   les	   leucocytes	   et	   qui	  

sont	  également	  importantes	  pour	  la	  maintenance	  des	  fonctions	  de	  la	  barrière	  vasculaire.	  

Pecam-‐1	   est	   une	   de	   ces	   molécules	   d’adhésion	   dont	   la	   fonction	   est	   la	   régulation	   des	  

réponses	  inflammatoires.	  

Pecam-‐1	   est	   une	   molécule	   d’adhésion	   faisant	   partie	   de	   la	   superfamille	   des	  

immunoglobulines.	   Pecam-‐1	   est	   exprimée	   dans	   la	   plupart	   des	   cellules	   de	   la	   lignée	  

hématopoïétique	   et	   plus	   particulièrement	   dans	   les	   plaquettes,	   les	   monocytes,	   les	  
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neutrophiles	   et	   quelques	   sous	   populations	   de	   lymphocytes	   T	   (Newman	   and	  Newman,	  

2003).	  Pecam-‐1	  est	  aussi	   fortement	  exprimée	  par	   les	  cellules	  endothéliales	  où	  c’est	  un	  

constituant	   majeur	   des	   jonctions	   intercellulaires	   (Albelda	   et	   al.,	   1990;	   Muller	   et	   al.,	  

1989;	  Newman	  et	  al.,	  1990).	  	  

Pecam-‐1	   est	   une	   glycoprotéine	   transmembranaire	   de	   type	   1	   constituée	   d’une	   région	  

extracellulaire	   composée	   de	   six	   domaines	   de	   type	   immunoglobuline,	   d’une	   région	  

transmembranaire	  de	  19	   acides	   aminées	   et	   d’une	  queue	   cytoplasmique	  de	  118	   acides	  

aminées	  (Newman	  and	  Newman,	  2003).	  Le	  domaine	  N-‐Terminal	  de	  type	  Ig	  permet	   les	  

associations	  homotypiques	  Pecam-‐1/Pecam-‐1	  alors	  que	   les	  domaines	  de	  type	  Ig	  5	  et	  6	  

proximal	   de	   la	   membrane	  modulent	   des	   interactions	   hétérotypiques.	   Deux	  molécules	  

ont	   été	   décrites	   comme	   associant	   Pecam-‐1	   de	   façon	   hétérotypique	   et	   dont	   les	  

interactions	   ont	   été	  montrées	   physiologiquement	   relevantes.	   Ces	   deux	  molécules	   sont	  

CD177	  (NB1),	  un	  antigène	  exprimé	  exclusivement	  sur	  les	  neutrophiles,	  et	  CD38,	  exprimé	  

sur	  les	  lymphocytes	  T	  et	  B	  ainsi	  que	  sur	  les	  cellules	  NK	  (Deaglio	  et	  al.,	  1998;	  Sachs	  et	  al.,	  

2007).	  	  

La	  partie	  cytoplasmique	  de	  Pecam-‐1	  contient	  des	  résidus	  qui	  sont	  des	  sites	  potentiels	  de	  

palmitoylation,	  de	  phosphorylation	  et	  d’accrochage	  pour	  des	  molécules	  de	  signalisation	  

cytosoliques	   (Newman	   and	   Newman,	   2003).	   Plus	   particulièrement,	   Pecam-‐1	   possède	  

deux	  tyrosines	  intracellulaires	  Y663	  et	  Y686	  qui	  composent	  deux	  motifs	  ITIM	  et	  qui,	  lors	  

de	   l’engagement	  de	  Pecam-‐1,	   sont	  phosphorylées	  et	   recrutent	   la	   tyrosine	  phosphatase	  

Shp-‐2	   (Newman	   and	   Newman,	   2003).	   Il	   a	   également	   été	   montré	   que	   les	   tyrosines	  

kinases	   Src	   et	   Fyn,	   les	   phosphatases	   Shp-‐1,	   et	   SHIP-‐1	   ainsi	   que	   la	   PLC-‐γ1	   peuvent	  

associer	   Pecam-‐1	   phosphorylée	   (Henshall	   et	   al.,	   2001;	   Lu	   et	   al.,	   1997;	   Masuda	   et	   al.,	  

1997;	  Pumphrey	  et	  al.,	  1999).	  	  

Pecam-‐1	   a	   tout	   d’abord	   été	  montrée	   comme	   ayant	   une	   fonction	   pro-‐inflammatoire	   en	  

ayant	   un	   rôle	   crucial	   dans	   la	   transmigration	   des	   leucocytes	   au	   niveau	   du	   site	  

inflammatoire	  (Muller	  et	  al.,	  1993;	  Vaporciyan	  et	  al.,	  1993).	  En	  effet,	  Pecam-‐1	  promeut	  le	  

chimiotactisme	  des	  leucocytes	  en	  augmentant	  la	  polymérisation	  d’actine,	  l’adhésion	  des	  

leucocytes	  sur	  les	  cellules	  endothéliales	  par	  ses	  interactions	  homotypiques,	   l’activation	  

des	  intégrines	  sur	  les	  leucocytes	  et	  son	  recyclage	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  endothéliales	  

(Privratsky	  et	  al.,	  2010).	  	  

Pecam-‐1	   possède	   également	   une	   fonction	   anti-‐inflammatoire	   en	   recrutant	   des	  

phosphatases	   sur	   les	   tyrosines	   phosphorylées	   des	   motifs	   ITIM,	   ce	   qui	   a	   été	   montré	  
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comme	  diminuant	  l’activation	  des	  leucocytes.	  Pecam-‐1	  diminue	  également	  la	  production	  

de	  cytokines	  pro-‐inflammatoires	  et	  restaure	  l’intégrité	  de	  la	  barrière	  vasculaire	  (Ferrero	  

et	  al.,	  1995;	  Newton-‐Nash	  and	  Newman,	  1999;	  Rui	  et	  al.,	  2007;	  Wilkinson	  et	  al.,	  2002;	  

Wong	  et	  al.,	  2002).	  

Cependant,	  les	  mécanismes	  régulant	  les	  fonctions	  pro	  et	  anti-‐inflammatoires	  de	  Pecam-‐

1	  ne	  sont	  pas	  encore	  très	  bien	  connus.	  Dans	  cette	  étude,	  nous	  avons	  découvert	  grâce	  au	  

criblage	   d’une	   banque	   d’ADNc	   de	   lymphocytes	   T	   humains	   activés	   par	   double	   hybride	  

conditionnel	   dans	   la	   levure	   que	   la	   protéine	   adaptatrice	   SAP	   interagit	   avec	   Pecam-‐1.	  

Nous	   avons	   caractérisé	   cette	   interaction	   et	   avons	   démontré	   que	   SAP	   interagit	  

directement	   avec	   la	   tyrosine	   Y686	   phosphorylée	   de	   Pecam-‐1.	   Enfin,	   nous	   avons	  

démontré	  qu’en	  absence	  de	  SAP,	  l’adhésion	  médiée	  par	  Pecam-‐1	  des	  lymphocytes	  T	  est	  

diminuée.	  

	  

MATERIELS	  ET	  METHODES	  

	  

Anticorps	  et	  réactifs	  

Les	   réactifs	   chimiques	   proviennent	   de	   chez	   Sigma	   (Lyon,	   France)	   ou	   Euromedex	  

(Souffelweyersheim,	   France).	   Le	   réactif	   de	   transfection	   Fugene	   provient	   de	   chez	  

Promega	  (Charbonnières,	  France).	  	  

Les	   anticorps	   anti-‐Pecam-‐1	  C20-‐R	  et	   anti-‐Myc	   (9E10)	  proviennent	  de	   chez	  Santa	  Cruz	  

(TEBU,	   Le	   Perray	   en	   Yvelines,	   France),	   l’anti-‐phosphotyrosine	   4G10	   vient	   de	   chez	  

Upstate	  Biotechnology	  (Millipore,	  Molsheim,	  France),	   l’anti-‐CD31	  clone	  B-‐B38	  provient	  

de	  chez	  Diaclone	  (Abcys,	  Les	  Ulis,	  France)	  et	   l’anti-‐GST	  est	  de	  chez	  MBL	  (Clinisciences,	  

Nanterre,	  France).	  

	  

Lignées	  Cellulaires,	  Stimulations	  et	  Transfections	  

Les	   cellules	   Jurkat,	   une	   lignée	   de	   lymphocytes	   T	   issue	   de	   leucémie	   lymphoblastique	  

aigüe	  (ATCC,	  TIB-‐152)	  et	  les	  cellules	  H9	  (ATCC,	  HTB-‐176),	  un	  clone	  de	  la	  lignée	  Hut-‐78	  

issue	   d’une	   leucémie	   T,	   sont	   cultivées	   dans	   du	   milieu	   RPMI	   en	   présence	   de	   10%	   de	  

sérum	  de	  veau	  fœtal	  (SVF)	  et	  maintenues	  en	  culture	  à	  37°C	  et	  5%	  de	  CO2.	  	  

Pour	  les	  expériences	  de	  stimulation,	  les	  cellules	  Jurkat	  sont	  sevrées	  OVN	  dans	  du	  RPMI	  

1%	   BSA.	   Pour	   les	   stimulations	   au	   pervanadate	   les	   cellules	   sont	   resuspendues	   à	  

2.107/mL	   et	   incubées	   ou	   non	   avec	   25	   µM	   de	   pervanadate	   pendant	   30	   min.	   Pour	   les	  
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expériences	  d’agrégation	  de	  Pecam-‐1,	  les	  cellules	  Jurkat	  sont	  resuspendues	  à	  4.107/mL	  

dans	   du	   RPMI	   froid	   et	   incubées	   avec	   25	   µg/mL	   d’anti-‐CD31	   B-‐B38	   pendant	   30	   min.	  

Après	  2	   lavages	  avec	  du	  PBS	   froid,	   les	  cellules	  sont	   resuspendues	  à	  4.107/mL	  dans	  du	  

PBS	  puis	   incubées	   avec	  50	  µg/mL	  de	  GAM	  Fab’2	   pendant	  10	  min	   à	  4°C	  puis	  10	  min	   à	  

37°C.	  Toutes	   les	  stimulations	  sont	  arrêtées	  par	  2	   lavages	  en	  PBS	  froid	  puis	   les	  cellules	  

sont	  lysées	  comme	  décrit	  ci-‐dessous.	  

Les	  cellules	  HeLa	  (ATCC,	  CCL-‐2)	  sont	  maintenues	  en	  culture	  dans	  du	  milieu	  DMEM	  (PAA,	  

Les	  Mureaux,	  France)	  supplémenté	  avec	  10%	  de	  sérum	  de	  veau	  fœtal.	  Les	  transfections	  

s’effectuent	  en	  utilisant	  le	  réactif	  Fugene	  6	  suivant	  le	  protocole	  du	  fabricant.	  	  

	  

Plasmides,	  Construction	  et	  Mutagénèse	  Dirigée	  

Pour	   le	   double-‐hybride,	   la	   séquence	   codante	   pour	   SAP	   ou	   ses	   différents	   mutants	   est	  

insérée	  dans	  le	  vecteur	  pLexA.	  Une	  banque	  d’ADNc	  de	  lymphocytes	  T	  humains	  activés	  a	  

été	  inséré	  dans	  le	  vecteur	  pGad.	  

La	   séquence	   codante	   pour	  Pecam-‐1	  humain	   a	   été	   clonée	   par	   PCR	   en	  utilisant	   la	   paire	  

d’oligonucléotides	   suivants	  :	   5’-‐GCAAGCTTATGCAGCCGAGGTG-‐3’	   et	   5’-‐	  

GCGATATCAGTTCCATCAAGGGAGCCTTCC-‐3’	   et	   insérée	   dans	   le	   vecteur	   d’expression	  

pEF6-‐Myc.	  Les	  mutants	  Pecam-‐1Y-‐F	  ont	  été	  produits	  avec	  le	  kit	  QuickChange®	  II-‐E	  Site-‐

Directed	  Mutagenesis	  de	  chez	  Stratagène	  (Amsterdam,	  Pays-‐Bas)	  suivant	  le	  protocole	  du	  

fabricant.	  Les	  oligonucléotides	  suivants	  ont	  été	  utilisés	  pour	  produire	  chaque	  mutant	  :	  

	  

	   Sens	   Antisens	  

Pecam-‐1	  Y663F	   5'-‐CAGACGTGCAGTTCACGGAAGTTCA-‐3'	   5'-‐TGAACTTCCGTGAACTGCACGTCTG-‐3'	  

Pecam-‐1	  Y686F	   5'-‐CAGAGACAGTGTTCAGTGAAGTCCG-‐3'	   5'-‐CGGACTTCACTGAACACTGTCTCTG-‐3'	  

	  

Toutes	   les	   PCR	   ont	   été	   réalisées	   avec	   des	   ADN	   polymérases	   de	   haute	   fidélité	   (NEB,	  

Ipswich,	  MA)	  et	  vérifiées	  par	  séquençage.	  	  

	  

Immunoprécipitation,	  Pêche	  GST	  et	  Western-‐blot	  

Les	  cellules	  sont	  lysées	  en	  tampon	  de	  lyse	  froid	  (50	  mM	  Tris	  (pH	  8),	  150	  mM	  NaCl,	  10	  

mM	  NaF,	  1	  mM	  EDTA,	  1	  mM	  EGTA	  et	  0,5%	  Triton	  X-‐100)	  supplémenté	  avec	  1	  mM	  PMSF,	  

1	  mM	  Na3VO4	  et	  un	  cocktail	  d’inhibiteurs	  de	  protéases	  au	  1/100.	  Le	  culot	  nucléaire	  et	  les	  

débris	  sont	  retirés	  par	  centrifugation	  à	  17.103g	  pendant	  20	  min	  à	  4°C.	  	  
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Pour	  les	  immunoprécipitations,	  une	  quantité	  équivalente	  de	  protéines	  du	  lysat	  cellulaire	  

est	   incubée	   avec	   1	   µg	   d’anticorps	   spécifiés	   pendant	   2h	   à	   4°C	   sur	   roue.	   Les	   billes	   de	  

protéines	  G	  sont	  ajoutées	  aux	  complexes	  immuns	  pendant	  45	  min	  à	  4°C	  sur	  roue,	  lavées	  

5	   fois	   dans	   du	   tampon	   de	   lyse	   froid	   puis	   bouillies	   pendant	   5	   min	   dans	   un	   volume	  

équivalent	  de	  tampon	  Laemmli.	  	  

Pour	  les	  expériences	  de	  pêches,	  2	  µg	  de	  protéines	  de	  fusion	  GST	  ou	  GST-‐SAP	  sont	  ajoutés	  

aux	  	  lysats	  pré-‐lavés	  pendant	  2h	  à	  4°C	  sur	  roue.	  20	  µL	  de	  billes	  sépharose	  couplées	  à	  la	  

glutathion	  sont	  ajoutées	  pendant	  45	  min	  à	  4°C	  sur	  roue	  puis	  les	  billes	  sont	  lavées	  5	  fois	  

et	  bouillies	  dans	  du	  tampon	  Laemmli.	  

Les	   protéines	   sont	   séparées	   sur	   un	   gel	   de	   polyacrylamide	   et	   transférées	   sur	   une	  

membrane	  PVDF.	  Les	  membranes	  sont	  bloquées	  pendant	  2h	  dans	  du	  TBS-‐T	  (TBS/Tween	  

20	  0,2%)	  avec	  5%	  de	  BSA	  avant	  incubation	  avec	  les	  anticorps	  primaires	  et	  secondaires	  

spécifiques	   dilués	   dans	   du	   TBS-‐T.	   Les	   membranes	   sont	   lavées	   et	   la	   révélation	   des	  

protéines	   s’effectue	   avec	   l’utilisation	   des	   réactifs	   Lycor	   et	   le	   système	   d’imagerie	  

Odyssey.	  	  

	  

Far-‐Western	  

Les	  protéines	  sont	  immunoprécipitées,	  séparées	  et	  transférées	  sur	  une	  membrane	  PVDF	  

comme	  décrit	  ci-‐dessus.	  La	  membrane	  est	   incubée	  avec	   les	  protéines	  de	  fusion	  GST	  ou	  

GST-‐SAP	  à	  1	  µg/mL	  dans	  du	  TBS-‐T	  pendant	  90	  min	  puis	   lavée	  5	   fois	  et	   la	  protéine	  de	  

fusion	   est	   révélée	   par	   un	   western	   blot	   classique	   avec	   un	   anti-‐GST	   comme	   décrit	   ci-‐

dessus.	  

	  

Double-‐Hybride	  et	  Tests	  β-‐Galactosidase	  sur	  Filtres	  

Les	  levures	  sont	  transformées	  par	  la	  méthode	  d’acétate	  de	  lithium.	  La	  souche	  TAT7	  de	  

Saccharomyces	   cerevisiae	   (MATa,	   his3	   leu2	   trp1	   ade2	   LYS2::lex(op)-‐HIS3	   ura3::lex(op)-‐

LacZ)	  a	  été	  transformée	  soit	   	  avec	   les	  constructions	  pLex	  ou	  pGad	  ou	   les	  deux	  puis	   les	  

levures	  sont	  sélectionnées	  sur	   le	  milieu	  approprié	  (-‐Trp	  et/ou	  -‐Leu).	  Pour	   l’expression	  

de	  la	  kinase	  Lyn,	  les	  levures	  TAT7	  sont	  conjuguées	  avec	  la	  souche	  de	  levure	  W303-‐1	  A/D	  

(MATα	  his3	  leu2	  trp1	  ade2	  ura3)	  transformée	  avec	  le	  pMET416-‐Lyn	  ou	  le	  pMET416	  vide	  

qui	  contient	  le	  marqueur	  de	  sélection	  URA3.	  Après	  une	  conjugaison	  OVN	  dans	  du	  milieu	  

YPDA,	  les	  levures	  sont	  étalées	  sur	  boites	  manquant	  Ura,	  Trp	  et	  Leu	  pour	  la	  sélection	  des	  

diploïdes.	  	  
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Pour	   les	   tests	   β-‐galactosidase	   sur	   filtres,	   les	   levures	   sont	   étalées	   sur	   du	   papier	   filtre	  

Whatman	   40	   préalablement	   déposé	   sur	   un	   milieu	   agar	   sélectif	   puis	   incubées	   à	   30°C	  

pendant	   24h.	   Après	   congélation	   à	   l’azote	   liquide,	   les	   filtres	   sont	   étalés	   sur	   un	   papier	  

filtre	  Whatman	  3	  humidifié	  dans	  du	  tampon	  Z	  (50	  mM	  Na3PO4,	  pH	  7.0,	  10	  mM	  KCl,	  1	  mM	  

MgSO4)	  supplémenté	  avec	  0,5%	  β-‐Mercaptoéthanol	  et	  0,2	  mg/mL	  5-‐bromo-‐4-‐chloro-‐3-‐

indolyl-‐β-‐D-‐galactopyranoside	   (X-‐gal).	   Après	   4h	   d’incubation	   à	   30°C,	   la	   réaction	   est	  

stoppée	  en	  transférant	  les	  filtres	  dans	  une	  solution	  de	  Na2CO3	  à	  1M.	  

	  

Test	  d’adhérence	  

Pour	   les	   tests	   d’adhérence,	   les	   puits	   de	   plaques	   96	   puits	   sont	   coatés	   avec	   20	  µg/mL	  

d’anticorps	   spécifiés	   en	  présence	  ou	  non	  de	  5	  µg/mL	  de	   fibronectine	  ou	  de	  PBS	  OVN.	  

Après	  3	  lavages	  des	  puits	  au	  PBS,	  50.103	  cellules	  par	  puits	  sont	  incubées	  pendant	  20	  min	  

à	  37°C.	  Les	  puits	  sont	   lavés	  3	   fois	  en	  PBS	  et	   l’adhérence	  des	  cellules	  est	  quantifiée	  par	  

dosage	  colorimétrique	  par	  ajout	  de	  WST-‐1	  (Roche,	  Mannheim,	  Allemagne)	  dilué	  dans	  du	  

milieu	   RPMI	   suivant	   les	   conditions	   du	   fabricant.	   Après	   une	   incubation	   d’1h	   à	   37°C,	  

l’absorbance	  est	  mesurée	  sur	  un	  lecteur	  microplaques	  STAT	  FAX	  	  2100.	  

	  

RÉSULTATS	  

	  

Identification	  de	  Pecam-‐1	  comme	  partenaire	  de	  SAP	  par	  double-‐hybride.	  

Dans	   le	   but	   de	   découvrir	   de	   nouveaux	   partenaires	   pour	   la	   protéine	   SAP,	   nous	   avons	  

effectué	   le	   criblage	   d’une	  banque	  d’ADNc	  de	   lymphocytes	   humains	   activés	   par	   double	  

hybride	  conditionnel	  dans	  la	  levure	  en	  utilisant	  la	  protéine	  SAP	  comme	  appât.	  Comme	  la	  

protéine	   SAP	   n’est	   composée	   que	   d’un	   domaine	   SH2,	   nous	   recherchons	   donc	   des	  

partenaires	  phosphorylés	  sur	  des	  résidus	  tyrosine.	  Nous	  avons	  utilisé	  une	  technique	  de	  

double	  hybride	  conditionnel	  dans	  lequel	  nous	  avons	  ré-‐exprimé	  le	  domaine	  kinase	  de	  la	  

tyrosine	  kinase	  Lyn	  sous	  un	  promoteur	  inductible	  par	  la	  méthionine.	  Cette	  technique	  de	  

double	  hybride	  conditionnel	  a	  déjà	  été	  utilisée	  dans	  le	  laboratoire	  avec	  succès	  (Crouin	  et	  

al.,	  2001).	  Parmi	  les	  résultats	  obtenus,	  deux	  ADNc	  semblent	  intéressants.	  Tout	  d’abord,	  

nous	  avons	  révélé	  l’interaction	  de	  SAP	  avec	  Ly9,	  un	  récepteur	  de	  la	  famille	  SLAM.	  Cette	  

interaction	  est	  déjà	  connue	  mais	  elle	  nous	  a	  permis	  de	  valider	  le	  double-‐hybride.	  Nous	  

observons	  une	  activité	  de	  la	  β-‐galactosidase,	  dépendante	  de	  l’association	  de	  SAP	  avec	  sa	  

proie,	  dans	   les	   levures	  exprimant	  une	  SAP-‐WT	  ou	  une	  SAP-‐T68I	   (une	   forme	  mutée	  de	  
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SAP	  qui	  associe	  les	  motifs	  ITSM	  dont	  la	  tyrosine	  phosphorylée	  ne	  possède	  pas	  de	  résidu	  

valine	  en	  +3	  (Morra	  et	  al.,	  2001c))	   (Figure	  1,	  Panneau	  pGAD-‐Ly9).	  Cependant,	   lorsque	  

nous	   éteignons	   l’expression	   de	   la	   kinase,	   nous	   observons	   une	   activité	   de	   la	   β-‐

galactosidase	   uniquement	   dans	   les	   levures	   exprimant	   la	   SAP-‐WT,	   suggérant	   que	   SAP	  

peut	   associer	   Ly9	   sur	   un	   motif	   ITSM	   indépendamment	   de	   la	   phosphorylation	   de	   la	  

tyrosine	   comme	   ce	   qui	   a	   été	   démontré	   pour	   le	   récepteur	   SLAM	   (Figure	   1,	   Panneau	  

pGAD-‐Ly9).	  Une	  forme	  mutée	  de	  SAP	  n’associant	  plus	   les	  résidus	  tyrosine	  qu’ils	  soient	  

phosphorylés	   ou	   non	   (SAP-‐C42W)	   ne	   permet	   pas	   l’activité	   de	   la	   β-‐galactosidase	   en	  

présence	  ou	  non	  de	  la	  kinase	  (Figure	  1A,	  Panneau	  pGAD-‐Ly9).	  Ces	  résultats	  démontrent	  

que	  SAP	  peut	  associer	  constitutivement,	  par	  son	  domaine	  SH2,	  le	  récepteur	  Ly9.	  	  

	  

Pendant	   ce	   test	   double	   hybride	   nous	   avons	   également	   cloné	   un	   ADNc	   codant	   pour	   la	  

partie	   cytoplasmique	   de	   Pecam-‐1.	   En	   présence	   de	   la	   kinase,	   une	   activité	   de	   la	   β-‐

galactosidase	  n’est	  observée	  que	   lorsque	   les	   levures	  expriment	   la	  SAP-‐WT	  (Figure	  1A,	  

Panneau	  pGAD-‐Pecam-‐1	  avec	  kinase).	  En	  revanche,	  lorsque	  nous	  exprimons	  une	  forme	  

mutée	  de	  SAP	  (SAP-‐C42W	  ou	  SAP-‐T68I)	  en	  présence	  de	   la	  kinase	  (Figure	  1A,	  panneau	  

pGAD-‐Pecam-‐1	   avec	   kinase),	   nous	  observons	   aucune	   activité	   de	   la	  β-‐galactosidase.	  De	  

plus,	   lorsque	   la	   kinase	  n’est	   plus	   exprimée,	   aucune	   activité	   de	   la	  β-‐galactosidase	  n’est	  

également	  observée,	  quelque	  soit	  la	  forme	  de	  SAP	  exprimée	  (WT	  ou	  mutée)	  (Figure	  1A,	  

Panneau	  pGAD-‐Pecam-‐1	  sans	  kinase).	  Ces	  résultats	  suggèrent	  que	  SAP,	  par	  son	  domaine	  

SH2,	   associe	   Pecam-‐1	   et	   que	   cette	   association	   est	   strictement	   dépendante	   de	   la	  

phosphorylation	  de	  Pecam-‐1.	  De	  plus,	  nous	  pouvons	  supposer	  que	  SAP	  associe	  Pecam-‐1	  

sur	   un	   domaine	   ITSM	   ayant	   une	   séquence	   en	   acides	   aminés	   différente	   que	   celle	  

retrouvée	  dans	  Ly9.	  En	  effet,	  le	  mutant	  SAP-‐T68I	  n’associe	  pas	  Pecam-‐1,	  nous	  suggérant	  

que	  le	  motif	  ITSM	  de	  Pecam-‐1	  possède	  un	  résidu	  valine	  en	  +3	  de	  la	  tyrosine,	  ce	  qui	  a	  été	  

confirmé	  par	  le	  séquençage	  du	  plasmide	  pGAD	  contenant	  l’insert	  qui	  code	  pour	  la	  partie	  

cytoplasmique	  de	  Pecam-‐1.	  La	  séquence	  en	  acides	  aminés	  issue	  de	  cet	  ADNc	  comporte	  

quatre	   tyrosines,	   montrées	   en	   rouge,	   dont	   deux	   qui	   font	   parties	   d’un	  motif	   ITIM	   (en	  

vert)	  et	  d’un	  motif	  ITSM	  (en	  rouge)	  dont	  le	  résidu	  en	  +3	  est	  une	  valine	  (Figure	  1B).	  	  
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SAP	  associe	  directement	  Pecam-‐1	  dans	  les	  Jurkat.	  

La	  technique	  du	  double-‐hybride	  suggère	  une	  interaction	  directe	  entre	  SAP	  et	  Pecam-‐1.	  

Dans	  le	  but	  de	  le	  confirmer,	  nous	  avons	  effectué	  des	  expériences	  de	  Far-‐Western	  à	  l’aide	  

d’une	  protéine	  de	   fusion	  GST-‐SAP	  sur	  des	   immunoprécipitations	  de	  Pecam-‐1	   issues	  de	  

lysats	  activés	  par	  divers	  stimuli	  (Figure	  2A	  et	  B).	  Dans	  la	  figure	  2A,	  nous	  avons	  confirmé	  

une	   interaction	   directe	   entre	   SAP	   et	   la	   forme	   phosphorylée	   de	   Pecam-‐1	   par	   un	  

traitement	  pervanadate	  des	  cellules.	  	  

	  

	  
Nous	  confirmons	  de	  la	  même	  manière	  cette	  association	  directe	  lors	  d’une	  agrégation	  de	  

Pecam-‐1	   en	   présence	   ou	   non	   de	   pervanadate	   (Figure	   2B).	   Enfin,	   nous	   révélons	   la	  

présence	   de	   Pecam-‐1	   dans	   une	   pêche	   GST-‐SAP	   effectuée	   sur	   des	   lysats	   de	   cellules	  

activées	   par	   agrégation	   de	   Pecam-‐1	   (Figure	   2C).	   Ces	   résultats	   démontrent	   que	   la	  

protéine	  SAP	  associe	  directement	   la	   forme	  phosphorylée	  de	  Pecam-‐1	  dans	   les	   cellules	  

Jurkat.	  
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SAP	  associe	  uniquement	  la	  tyrosine	  Y686	  de	  Pecam-‐1.	  

Pecam-‐1	  possède	  plusieurs	   tyrosines	  dans	   sa	  partie	   intracytoplasmique	  dont	  deux	  qui	  

forment	  deux	  motifs	   ITIM	  dont	   la	  séquence	  est	  proche	  de	  celle	  d’un	  ITSM	  (Figure	  3A).	  

Dans	   le	   but	   de	   découvrir	   si	   SAP	   associe	   une	   ou	   les	   deux	   tyrosines	   qui	   composent	   ces	  

ITIM,	   nous	   avons	   muté	   les	   tyrosines	   en	   phénylalanines	   puis	   ré-‐exprimé	   ces	   formes	  

mutées	  dans	  les	  cellules	  HeLa.	  Après	  traitement	  ou	  non	  des	  cellules	  au	  pervanadate,	  les	  

formes	  mutées	  sont	  immunoprécipitées	  et	  une	  expérience	  de	  Far-‐western	  est	  réalisée.	  	  

	  

	  
	  

Comme	  attendu,	  nous	  ne	  révélons	  rien	  lorsque	  les	  cellules	  ont	  été	  transfectées	  avec	  un	  

vecteur	  vide	  et	  nous	  observons	  l’association	  de	  SAP	  avec	  la	  forme	  sauvage	  de	  Pecam-‐1	  

lorsque	   les	   cellules	   sont	   traitées	   au	   PV	   (Figure	   3B,	   pistes	   Vide	   et	  WT).	   Nous	   révélons	  

également	  l’association	  de	  SAP	  avec	  Pecam-‐1	  lorsque	  la	  tyrosine	  Y663	  est	  mutée	  (Figure	  

3B,	  piste	  Y663F).	  Cependant,	  nous	  perdons	  l’interaction	  lorsque	  la	  tyrosine	  Y686	  ou	  les	  

deux	  tyrosines	  Y663	  et	  Y686	  sont	  mutées	  (Figure	  3B,	  pistes	  Y686F	  et	  Y663FY686F).	  La	  
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forme	  mutée	  de	  Pecam-‐1	  sur	   la	   tyrosine	  Y686	  présente	  un	  niveau	  de	  phosphorylation	  

équivalent	   à	   la	   forme	  WT,	   suggérant	  que	   les	   autres	   tyrosines	  présentes	  dans	   la	  partie	  

cytoplasmique	   de	   Pecam-‐1	   sont	   toujours	   phosphorylées.	   De	   plus,	   on	   observe	   une	  

diminution	  drastique,	  mais	  pas	  complète,	  de	  la	  phosphorylation	  de	  Pecam-‐1	  lorsque	  les	  

deux	  tyrosines	  Y663	  et	  Y686	  sont	  mutées,	  suggérant	  que	  d’autres	  résidus	  tyrosine	  sont	  

phosphorylés	  suite	  au	  traitement	  des	  cellules	  au	  PV	  (Figure	  3B,	  panneau	  anti-‐pTyr).	  Ces	  

résultats	   prouvent	   que	   la	   protéine	   SAP	   associe	   directement	   la	   tyrosine	   Y686	  

phosphorylée	  de	  Pecam-‐1.	  

	  

Diminution	  de	  l’adhérence	  des	  cellules	  médiée	  par	  Pecam-‐1	  en	  absence	  de	  SAP.	  

Pecam-‐1	   est	   connue	   pour	   permettre	   l’adhérence	   des	   leucocytes	   sur	   les	   cellules	  

endothéliales	   et	   ainsi	   permettre	   la	   transmigration	  des	   leucocytes	   à	   travers	   la	  barrière	  

endothéliale.	   Pour	   étudier	   le	   rôle	   de	   SAP	   dans	   ce	   processus,	   nous	   avons	   généré	  

différentes	  populations	  de	  cellules	  H9,	  initialement	  déficientes	  pour	  Pecam-‐1	  (H9),	  dans	  

lesquelles	  nous	  avons	  ré-‐exprimé	  la	  forme	  sauvage	  de	  Pecam-‐1	  (H9-‐CD31)	  puis	  éteint	  la	  

protéine	  SAP	  (H9-‐CD31-‐ΔSAP)	  (Figure	  4B	  et	  C).	  Nous	  avons	  ensuite	  étudié	  l’adhérence	  

de	   ces	   cellules	   sur	   fibronectine	   en	   présence	   ou	   non	   d’anti-‐CD31	   ou	   d’un	   anticorps	  

irrelevant	  (RAM)	  par	  dosage	  colorimétrique	  à	  l’aide	  du	  sel	  de	  tétrazolium	  WST-‐1.	  De	  la	  

même	   manière	   que	   le	   MTT,	   ce	   sel	   incolore	   est	   clivé	   par	   les	   déshydrogénases	  

mitochondriales	  des	  cellules	  vivantes	  pour	  obtenir	  un	  dérivé	  formazan	  de	  couleur	  jaune,	  

quantifiable	   par	   spectrophotométrie	   à	   450	   nm.	   Cependant	   le	   dérivé	   formazan	   obtenu	  

par	  le	  clivage	  du	  WST-‐1	  possède	  l’avantage	  d’être	  soluble	  dans	  l’eau	  et	  donc	  plus	  facile	  

d’utilisation	   que	   le	   MTT.	   Comme	  montré	   dans	   la	   Figure	   4A,	   les	   cellules	   H9	   sauvages	  

présentent	   une	   adhérence	   basale	   dans	   toutes	   les	   conditions.	   L’expression	   de	   Pecam-‐1	  

dans	   ces	   cellules	   (H9-‐CD31)	   augmente	   fortement	   l’adhérence	   sur	   les	   anticorps	   anti-‐

CD31.	  Cette	  adhérence	  est	  encore	  augmentée	  (+39%)	   lorsque	   les	  cellules	  sont	  mises	  à	  

adhérer	  sur	  fibronectine	  en	  présence	  d’anti-‐CD31	  alors	  que	  l’adhérence	  de	  ces	  cellules	  

sur	  le	  RAM	  ou	  sur	  fibronectine	  +	  RAM	  reste	  à	  l’état	  basal.	  L’extinction	  de	  la	  protéine	  SAP	  

(H9-‐CD31-‐ΔSAP)	  diminue	  d’environ	  26%	  l’adhérence	  des	  cellules	  sur	   l’anti-‐CD31	  et	  de	  

21%	  sur	  fibronectine	  +	  CD31.	  	  

Ces	  résultats	  suggèrent	  que	  l’adhérence	  médiée	  par	  Pecam-‐1	  initie	  un	  signal	  dépendant	  

de	  SAP	  pour	  permettre	  l’accrochage	  des	  cellules.	  	  
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Depuis	   sa	  découverte	  en	  1998,	  de	  nombreuses	  études	  ont	  montré	   le	   rôle	   crucial	  de	   la	  

protéine	   SAP,	   par	   son	   association	   avec	   les	   co-‐récepteurs	   de	   la	   famille	   SLAM,	   dans	   les	  

mécanismes	   d’activation	   des	   lymphocytes	   T.	   SAP	   est	   une	   petite	   protéine	   composée	  

uniquement	  d’un	  domaine	  SH2	  particulier	  qui	  peut	  à	  la	  fois	  associer	  des	  résidus	  tyrosine	  

phosphorylés	   ou	   non	   et	   des	   protéines	   à	   domaine	   SH3.	   Ce	   domaine	   SH2	   confère	   à	   la	  

protéine	  SAP	  les	  propriétés	  d’une	  protéine	  adaptatrice.	  Ainsi	  SAP	  recrute	  des	  protéines	  

à	  activités	  enzymatiques,	  telles	  que	  les	  kinases	  Fyn	  ou	  PKC-‐θ	  ou	  le	  facteur	  d’échange	  β-‐

Pix	  sur	  les	  récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM,	  induisant	  alors	  la	  signalisation	  en	  aval	  de	  ces	  

récepteurs	  (Cannons	  et	  al.,	  2011).	  Cependant,	  le	  rôle	  de	  SAP	  en	  dehors	  du	  contexte	  des	  

récepteurs	  SLAM	  n’a	  été	  que	  très	  peu	  étudié.	  	  

	  

Le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  établit	  des	  liaisons	  de	  types	  trois	  «	  crochets	  »	  avec	  le	  motif	  ITSM	  

alors	   que	   l’interaction	   entre	   un	   domaine	   SH2	   conventionnel	   et	   une	   tyrosine	  

phosphorylée	  n’établit	  des	  liaisons	  qu’avec	  la	  tyrosine	  phosphorylée	  et	  le	  résidu	  en	  +3.	  

Cependant,	   des	   études	   de	   modélisation	   ont	   permis	   de	   caractériser	   les	   différentes	  

affinités	  entre	  le	  domaine	  SH2	  de	  SAP	  et	  un	  motif	  ITSM.	  Les	  auteurs	  ont	  ainsi	  pu	  mettre	  

en	  évidence	  que	  SAP	  interagit	  également	  de	  façon	  classique	  avec	  les	  motifs	  ITSM,	  mais	  

avec	   une	   affinité	   beaucoup	   plus	   faible.	   Ainsi,	   le	   domaine	   SH2	   de	   SAP	   à	   la	   capacité	  

d’effectuer	  des	  associations	  de	  types	  deux	  ou	  trois	  «	  crochets	  »	  avec	  les	  motifs	  à	  base	  de	  

tyrosine	   (Li	   et	   al.,	   1999b).	   De	   plus,	   les	   séquences	   des	   motifs	   ITSM,	   T/SxYxxI/V/L,	  

ressemblent	   beaucoup	   aux	   séquences	   des	   motifs	   ITAM	   et	   ITIM,	   présents	   sur	   de	  

nombreux	  récepteurs	  transmembranaires.	  A	  la	  différence	  des	  motifs	  ITAM	  ou	  ITIM,	  les	  

motifs	  ITSM	  possèdent	  un	  résidu	  (thréonine	  ou	  sérine)	  en	  -‐2	  de	  la	  tyrosine	  qui	  renforce	  

l’interaction	  avec	   le	  domaine	  SH2	  de	  SAP.	  Enfin,	  deux	  études	  récentes	  ont	  montré	  que	  

SAP,	  surexprimée	  dans	  les	  lymphocytes	  B,	  interagit	  avec	  CD22	  et	  le	  récepteur	  FcγRIIB	  et	  

induit	  une	  signalisation	  en	  aval	  de	  ces	  récepteurs	  qui	  inhibe	  l’activation	  des	  cellules	  (Li	  

et	  al.,	  2008;	  Ostrakhovitch	  et	  al.,	  2009).	  Toutes	  ces	  données	  suggèrent	  que	  SAP	  pourrait	  

associer	  de	  nouvelles	  protéines	  possédant	  des	  motifs	  à	  base	  de	  tyrosine	  autres	  que	  les	  

récepteurs	  de	  la	  famille	  SLAM.	  

	  

A	   l’aide	   des	   deux	   études	   de	   ce	   manuscrit,	   nous	   avons	   découvert,	   par	   des	   approches	  

différentes,	   deux	   nouveaux	   partenaires	   pour	   la	   protéine	   SAP	   et	   avons	   identifié	   de	  

nouvelles	  voies	  de	  signalisation	  régulées	  par	  SAP.	  Dans	  un	  premier	   temps,	  nous	  avons	  
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démontré,	  par	  des	  expériences	  de	  co-‐précipitation,	   l’interaction	  entre	  SAP	  et	   la	   chaine	  

CD3ζ	  du	  complexe	  TCR-‐CD3.	  Puis	  à	  l’aide	  du	  criblage	  par	  double	  hybride	  dans	  la	  levure	  

d’une	   banque	   d’ADNc	   de	   lymphocytes	   T	   humains	   activés,	   nous	   avons	   identifié	   la	  

molécule	   d’adhésion	   Pecam-‐1	   comme	   nouvel	   interacteur	   de	   SAP.	   Ces	   deux	   études	  

montrent	  pour	  la	  première	  fois	   l’association	  directe	  de	  SAP	  avec	  des	  récepteurs	  autres	  

que	  ceux	  de	  la	  famille	  SLAM.	  Dans	  chacune	  de	  ces	  études,	  nous	  avons	  également	  validé	  

l’approche	  expérimentale	  en	  révélant	  l’interaction	  de	  SAP	  avec	  un	  membre	  de	  la	  famille	  

SLAM.	   Dans	   la	   première	   étude,	   nous	   avons	   montré	   que	   SAP	   interagit	   avec	   NTB-‐A	  

(SLAMF6)	   (Figure	   2B)	   alors	   que	   dans	   la	   deuxième	   étude	   nous	   avons	   validé	   le	   double	  

hybride	   en	   révélant	   l’interaction	   de	   SAP	   avec	   Ly9	   (SLAMF3)	   (Figure	   1).	   Nous	   avons	  

également	   démontré	   que	   les	   interactions	   entre	   SAP	   et	   CD3ζ	   ou	   Pecam-‐1	   sont	   des	  

interactions	   classiques	   domaine	   SH2/pTyr.	   En	   effet,	   les	   mutations	   des	   tyrosines	  

responsables	   des	   interactions	   (CD3ζ-‐Y72,	   CD3ζ-‐Y83	   et	   Pecam-‐1-‐Y686)	   en	  

phénylalanines	   inhibent	   fortement	   les	   interactions.	   Dans	   le	   cas	   de	   l’interaction	   entre	  

SAP	   et	   CD3ζ,	   la	   double	   mutation	   CD3ζ-‐Y72FY83F	   est	   nécessaire	   pour	   abroger	  

complètement	  l’interaction,	  suggérant	  que	  SAP	  interagit	  avec	  les	  deux	  tyrosines	  Y72	  et	  

Y83	   de	   CD3ζ.	   Cependant,	   les	   interactions	   SAP/CD3ζ	   et	   SAP/Pecam-‐1	   diffèrent	   en	   un	  

point.	  La	  chaine	  CD3ζ	  ne	  possède	  pas	  de	  motifs	  ITSM	  mais	  trois	  motifs	  ITAMs	  alors	  que	  

Pecam-‐1	   possède	   deux	  motifs	   ITIM	   dont	   un	   qui	   possède	   également	   la	   séquence	   d’un	  

motif	  ITSM.	  Les	  tyrosines	  des	  motifs	  ITAM	  de	  CD3ζ	  sont	  au	  nombre	  de	  six	  et	  possèdent,	  

pour	  cinq	  d’entre	  elles,	  une	  séquence	  consensus	  YxxL.	  	  

	  

SAP	  possède	  un	  domaine	  SH2	  particulier.	  

La	  protéine	  SAP	  associe	  donc	  les	  tyrosines	  phosphorylées	  d’un	  motif	  ITAM	  de	  CD3ζ	  et	  la	  

tyrosine	  phosphorylée	  d’un	  motif	  ITIM	  de	  Pecam-‐1.	  D’après	  la	  séquence	  du	  motif	  ITAM	  

de	   CD3ζ,	   la	   protéine	   SAP	   associe	   ce	   motif	   tel	   un	   domaine	   SH2	   conventionnel	   en	  

effectuant	  des	  liaisons	  avec	  la	  tyrosine	  phosphorylée	  et	  le	  résidu	  en	  +3	  de	  la	  tyrosine.	  	  

La	  protéine	  SAP	  associe	  le	  motif	  ITIM	  de	  Pecam-‐1,	  qui	  possède	  la	  même	  séquence	  qu’un	  

motif	  ITSM,	  suggérant	  que	  SAP	  interagit	  avec	  ce	  motif	  en	  effectuant	  des	  liaisons	  avec	  la	  

tyrosine	   phosphorylée	   et	   les	   résidus	   en	   -‐2	   et	   +3	   de	   la	   tyrosine.	   Cette	   hypothèse	   est	  

renforcée	   par	   la	   présence	   d’un	   deuxième	   motif	   ITIM	   classique	   dans	   la	   partie	  

cytoplasmique	  de	  Pecam-‐1.	  Ce	  deuxième	  motif	  ITIM	  ne	  possède	  donc	  pas	  de	  thréonine	  
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ou	  de	   sérine	   en	   -‐2	   de	   la	   tyrosine	   et	   n’associe	   pas	   SAP	   alors	   que	   le	   résidu	   en	  +3	  de	   la	  

tyrosine	  est	  identique	  entre	  les	  deux	  motifs.	  	  

La	  protéine	  SAP	  interagit	  donc	  avec	  un	  motif	  ITAM	  différemment	  qu’avec	  un	  motif	  ITIM	  

ou	   qu’avec	   un	  motif	   ITSM.	   La	   cause	   de	   cette	   spécificité	   d’interaction	   n’est	   pas	   encore	  

connue	  mais	  on	  peut	  supposer	  que	  le	  résidu	  en	  +3	  de	  la	  tyrosine	  a	  son	  importance.	  En	  

comparant	   les	   séquences	   des	   motifs	   ITSM	   des	   récepteurs	   SLAM	   et	   des	   séquences	  

connues	   pour	   associer	   SAP,	   comme	   les	  motifs	   à	   base	   de	   tyrosine	   sur	   CD3ζ,	   Pecam-‐1,	  

CD22	   ou	   FcγRIIB,	   on	   peut	   s’apercevoir	   que	   SAP	   établit	   des	   liaisons	   de	   type	   deux	  

«	  crochets	  »	  lorsqu’un	  résidu	  leucine	  est	  situé	  en	  +3	  de	  la	  tyrosine	  alors	  que	  SAP	  établit	  

des	   liaisons	   de	   type	   trois	   «	  crochets	  »	   lorsqu’un	   résidu	   valine	   est	   situé	   en	   +3.	   Ces	  

observations	  suggèrent	   la	  possibilité	  de	  découvrir	  de	  nouveaux	  partenaires	  et	  ainsi	  de	  

nouvelles	  voies	  de	  signalisation	  pouvant	  être	  régulées	  par	  SAP.	  	  

	  

Rôle	  de	  SAP	  dans	  la	  signalisation	  du	  TCR.	  

D’après	  notre	  étude,	  seules	  les	  tyrosines	  Y72	  et	  Y83,	  qui	  composent	  l’ITAM-‐1	  de	  CD3ζ,	  

associent	  SAP.	  Or,	   il	  a	  été	  montré	  que	  le	  partenaire	  majoritaire	  de	  CD3ζ	  est	   la	  tyrosine	  

kinase	   ZAP-‐70	   qui	   possède	   une	   plus	   grande	   affinité	   pour	   l’ITAM-‐1	   de	   CD3ζ	   en	  

comparaison	  avec	  le	  second	  et	  le	  troisième	  ITAM.	  Cependant,	  l’association	  CD3ζ/ZAP-‐70	  

nécessite	   l’interaction	   des	   deux	   domaines	   SH2	   de	   la	   kinase	   avec	   les	   deux	   tyrosines	  

phosphorylées	  de	  CD3ζ	  (Isakov	  et	  al.,	  1995).	  Il	  va	  donc	  y	  avoir	  une	  compétition	  entre	  la	  

protéine	  SAP	  et	   la	  kinase	  ZAP-‐70	  pour	   l’association	  avec	   l’ITAM-‐1	  de	  CD3ζ.	   Comme	   la	  

protéine	   SAP	   ne	   possède	   qu’un	   seul	   domaine	   SH2,	   elle	   n’associera	   qu’une	   tyrosine	  

phosphorylée	   de	   l’ITAM-‐1,	   empêchant	   le	   recrutement	   de	   ZAP-‐70	   et	   permettant	   le	  

recrutement	   d’autres	   molécules	   de	   signalisation	   lorsque	   la	   deuxième	   tyrosine	   est	  

phosphorylée	  comme	  la	  PI3Kinase.	  En	  effet,	  il	  a	  été	  montré	  que	  la	  sous-‐unité	  régulatrice	  

p85	   de	   la	   PI3Kinase	   associe	   exclusivement	   l’ITAM-‐1	   de	   CD3ζ	   et	   que	   cette	   association	  

nécessite	   la	  phosphorylation	  de	   l’ITAM	  (Exley	  et	  al.,	  1994).	  On	  pourrait	  donc	  supposer	  

que	   SAP	   régule	   le	   recrutement	   de	   la	   PI3Kinase	   sur	   la	   chaine	   CD3ζ.	   L’étude	   du	  

recrutement	  de	  la	  PI3Kinase	  sur	  CD3ζ	  lors	  d’une	  surexpression	  ou	  lors	  de	  l’extinction	  de	  

SAP	   devrait	   nous	   permettre	   de	   tester	   facilement	   cette	   hypothèse.	   En	   effet,	   une	  

surexpression	  de	  SAP	  devrait	  faciliter	  et	  augmenter	  le	  recrutement	  de	  la	  PI3K	  alors	  qu’à	  
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l’inverse,	  si	  SAP	  est	  vraiment	  impliquée,	  son	  absence	  devrait	  inhiber	  le	  recrutement	  de	  

la	  PI3K	  sur	  CD3ζ.	  

	  

La	  cinétique	  de	  phosphorylation	  des	  motifs	   ITAM	  n’est	  pas	  encore	  très	  claire.	  En	  effet,	  

Van	  Oers	  et	  ses	  collègues	  ont	  montré	  que	  la	  phosphorylation	  de	  CD3ζ	  commence	  par	  les	  

deux	  motifs	  ITAM	  distaux	  de	  la	  membrane	  de	  CD3ζ	  pour	  générer	  la	  forme	  à	  21	  kDa.	  La	  

phosphorylation	  de	  l’ITAM	  proximal	  de	  la	  membrane	  intervient	  ensuite	  pour	  générer	  la	  

forme	  à	  23	  kDa	  de	  CD3ζ	   (van	  Oers	  et	  al.,	  2000).	  A	   l’inverse,	  Kersh	  et	  ses	  collègues	  ont	  

démontré	   que	   la	   phosphorylation	   des	   deux	   motifs	   ITAM	   distaux	   de	   la	   membrane	  

nécessite	  la	  phosphorylation	  de	  l’ITAM-‐1	  de	  CD3ζ	  (Kersh	  et	  al.,	  1998).	  Dans	  notre	  étude,	  

nous	   avons	   observé	   que	   la	   protéine	   SAP	   interagit	   principalement	   avec	   l’ITAM-‐1	   de	   la	  

forme	   à	   21	   kDa	   de	   CD3ζ.	   De	   plus,	   nous	   avons	   également	   observé	   que	   SAP	   interagit	  

faiblement	   avec	   la	   forme	   de	   CD3ζ	   à	   16	   kDa	   qui	   est	   légèrement	   phosphorylée.	   Ces	  

observations	   suggèrent	   que	   l’ITAM-‐1	   des	   formes	   à	   16	   kDa	   et	   à	   21	   kDa	   de	   CD3ζ	   est	  

phosphorylé.	  De	  plus,	  on	  peut	  supposer	  que	  la	  forme	  à	  16	  kDa	  de	  CD3ζ	  qui	  associe	  SAP	  

faiblement	   est	   uniquement	   phosphorylée	   sur	   un	   ou	   sur	   les	   deux	   résidus	   tyrosine	   de	  

l’ITAM-‐1,	   ne	   provoquant	   pas	   alors	   le	   shift	   de	   la	   protéine	   vers	   la	   forme	   à	   21	   kDa.	  Nos	  

résultats	   confirmeraient	   donc	   le	   modèle	   de	   Kersh	   et	   ses	   collègues	   qui	   démontre	   que	  

CD3ζ	   est	   tout	   d’abord	   phosphorylée	   sur	   l’ITAM	   proximal	   de	   la	   membrane	   suite	   à	  

l’activation	  des	  cellules.	  Cependant,	  nous	  n’avons	  pas	  observé	  de	  diminution	  globale	  de	  

la	   phosphorylation	   de	   CD3ζ	   en	   absence	   de	   SAP	   lorsque	   les	   cellules	   sont	   activées,	  

suggérant	   que	   SAP	   ne	   régule	   pas	   la	   phosphorylation	   de	   CD3ζ	   mais	   permettrait	  

seulement	  le	  recrutement	  de	  protéines	  à	  domaines	  SH2	  sur	  CD3ζ	  autres	  que	  la	  tyrosine	  

kinase	  ZAP-‐70.	  L’analyse	  des	  différents	  partenaires	  de	  CD3ζ	  en	  présence	  ou	  en	  absence	  

de	  SAP	  permettrait	  d’identifier	  les	  partenaires	  recrutés	  sur	  CD3ζ	  à	  l’aide	  de	  SAP	  et	  ainsi	  

de	  mieux	   caractériser	   les	  voies	  de	   signalisation	   régulées	  par	   l’association	  de	  SAP	  avec	  

CD3ζ.	  

	  

L’implication	  de	  SAP	  dans	  la	  signalisation	  TCR-‐CD3	  a	  déjà	  été	  évoquée	  par	  Sanzone	  et	  al,	  

qui	   ont	   démontré,	   à	   travers	   un	   mécanisme	   non	   élucidé	   dans	   leur	   étude,	   un	   défaut	  

d’activation	  de	  Erk	  et	  de	  Vav1	  dans	  des	  cellules	  T	  issues	  de	  patients	  XLP	  (Sanzone	  et	  al.,	  

2003).	   Dans	   notre	   étude	   nous	   montrons	   pour	   la	   première	   fois	   que	   SAP	   interagit	  
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directement	   avec	   les	   deux	   tyrosines	   qui	   composent	   l’ITAM	   proximal	   de	   la	   chaine	   de	  

signalisation	  CD3ζ	  du	  complexe	  TCR-‐CD3.	  Nous	  avons	  montré,	  par	  des	  expériences	  où	  

l’expression	  de	  SAP	  est	  diminuée	  par	  ARN	  interférence,	  que	  cette	  interaction	  régule	  les	  

voies	   de	   signalisation	   précoces	   suite	   à	   une	   activation	   CD3	   des	   cellules.	   Nous	   avons	  

observé	   une	   diminution	   du	   recrutement	   des	   protéines	   clés	   dans	   les	   voies	   de	  

signalisation	   induites	   par	   l’engagement	   du	   TCR,	   telles	   que	   la	   PLC-‐γ,	   Slp-‐76	   ou	   Grb2,	  

suggérant	   un	   défaut	   d’organisation	   des	   complexes	   protéiques	   à	   la	   membrane	   lors	   de	  

l’absence	  de	  SAP	  (Figure	  5B).	  Ces	  complexes	  protéiques	  sont	  médiés,	  en	  partie,	  par	  des	  

interactions	   de	   type	   domaine	   SH2/pTyr.	   Nous	   avons	   pu	   observer	   une	   interaction	  

constitutive	  entre	  SAP	  et	  la	  tyrosine	  kinase	  Fyn	  (non	  montrée)	  dans	  les	  cellules	  Jurkat,	  

suggérant	  que	  SAP	  pourrait	  recruter	  Fyn	  sur	  le	  complexe	  TCR-‐CD3	  et	  ainsi	  permettre	  la	  

phosphorylation	   des	   protéines	   pour	   permettre	   la	   formation	   de	   ces	   complexes	   à	   la	  

membrane.	  Nous	   avons	   également	   observé	   une	   diminution	  de	   l’activation	   des	   kinases	  

Erk	   et	   Akt	   suite	   à	   une	   cinétique	   d’activation	   CD3	   (Figure	   5A),	   certainement	   en	  

conséquence	  du	  défaut	  de	  formation	  des	  complexes	  protéiques.	  Ces	  résultats	  suggèrent	  

que	  la	  fonction	  de	  SAP	  est	  de	  promouvoir	  un	  signal	  permettant	  l’activation	  complète	  des	  

voies	   Erk	   et	   Akt,	   aboutissant	   ainsi	   à	   une	   production	   optimale	   d’IL-‐2	   et	   d’IL-‐4	   par	   les	  

lymphocytes	   T	   (Figure	   6).	   Ces	   résultats	   sont	   en	   accords	   avec	   l’étude	   très	   récente	   de	  

Baldanzi	   et	  al,	   qui	   ont	  montré	   que	   l’activation,	   en	   absence	   de	   SAP,	   de	   la	   DGKα	   (pour	  

DiacylGlycérol	  Kinase	  α)	  inhibe	  l’activation	  de	  la	  voie	  Erk.	  Ces	  auteurs	  ont	  suggéré	  que	  

SAP,	   à	   travers	   l’activation	   de	   la	   PLC-‐γ,	   régule	   négativement	   la	   DGKα	   (Baldanzi	   et	   al.,	  

2011).	   Notre	   étude	   complète	   ces	   travaux	   en	   montrant	   qu’en	   absence	   de	   SAP,	   le	  

recrutement	  de	  la	  PLC-‐γ	  au	  niveau	  des	  complexes	  protéiques	  est	  diminué	  aboutissant	  à	  

une	  diminution	  de	  son	  activation	  (Figure	  5B).	  

	  

Notre	   étude	   confirme	   le	   rôle	   majeur	   de	   SAP	   dans	   la	   régulation	   des	   évènements	   de	  

signalisation	  qui	  contrôlent	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T.	  Il	  a	  été	  proposé	  dans	  le	  passé	  

que	  la	  signalisation	  IL-‐2	  modifie	  les	  signaux	  induits	  par	  le	  complexe	  TCR-‐CD3	  (Haughn	  

et	  al.,	  1998).	  En	  effet,	  nous	  n’avons	  pu	  observer	  l’association	  de	  SAP	  avec	  CD3ζ	  dans	  des	  

les	  Kit	  225,	  qui	  sont	  dépendantes	  de	  l’IL-‐2	  pour	  leur	  survie	  et	  leur	  croissance,	  stimulées	  

par	  l’IL-‐2.	  Cependant,	  nous	  avons	  observé	  l’interaction	  de	  SAP	  avec	  la	  forme	  de	  16	  kDa	  

de	  CD3ζ	  lorsque	  ces	  cellules	  sont	  sevrées	  en	  IL-‐2	  pendant	  72h	  (Figure	  S1).	  Le	  sevrage	  en	  

IL-‐2	   induit	   l’apoptose	   des	   Kit	   225,	   suggérant	   que	   le	   couple	   SAP/CD3ζ	   régulerait	   les	  
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signaux	   apoptotiques.	   Il	   n’est	   pas	   encore	   clair	   si	   l’interaction	   SAP/CD3ζ	   est	   induite	  

rapidement	   après	   le	   sevrage	   pour	   activer	   une	   signalisation	   anti-‐apoptotique	  

prolongeant	  la	  survie	  des	  cellules	  ou	  si	  l’interaction	  est	  induite	  plus	  tard	  lors	  du	  sevrage	  

et	  activerait	  une	  signalisation	  pro-‐apoptotique	  conduisant	  à	   la	  mort	  des	  cellules.	  Nous	  

pourrions	   étudier	   très	   facilement	   l’apoptose	  des	   cellules	   en	   cytométrie	   en	   flux	  par	   un	  

marquage	  Annexine	  V	  associé	  à	  un	  marquage	  à	  l’iodure	  de	  propidium	  en	  absence	  de	  SAP	  

lors	   d’une	   cinétique	   de	   sevrage	   des	   cellules	   sans	   IL-‐2.	   L’étude	   de	   l’expression	   de	  

protéines	   clés	   des	   voies	   apoptotiques	   en	   absence	   de	   SAP,	   comme	   les	   membres	   de	   la	  

famille	  Bcl2	  ou	  l’activation	  des	  caspases,	  nous	  éclairerait	  grandement	  sur	  le	  rôle	  de	  SAP	  

dans	   ce	   mécanisme.	   Un	   rôle	   de	   SAP	   dans	   les	   mécanismes	   d’apoptose	   induits	   par	  

déprivation	  de	  cytokines	  confirmerait	  alors	  les	  travaux	  de	  Nagy	  et	  al	  ainsi	  que	  ceux	  de	  

Snow	   et	   al	   montrant	   le	   rôle	   positif	   de	   SAP	   dans	   les	   mécanismes	   d’AICD	   (Nagy	   et	   al.,	  

2009;	   Snow	   et	   al.,	   2009).	   L’absence	   de	   SAP	   contribuerait	   alors	   à	   l’apparition	   des	  

hyperproliférations	  de	  lymphocytes	  T	  CD8+	  observées	  chez	  les	  patients	  XLP.	  

	  

	  
	  

Le	  rôle	  de	  SAP,	  par	  son	  association	  avec	  les	  récepteurs	  SLAM	  et	  NTB-‐A,	  est	  maintenant	  

clairement	  établit	  dans	  le	  développement	  des	  cellules	  NKT.	  En	  effet,	  les	  souris	  sap-‐/-‐	  ou	  

les	  patients	  XLP	  ne	  développent	  pas	  de	  cellules	  NKT	  (Nichols	  et	  al.,	  2005a;	  Pasquier	  et	  

al.,	   2005).	   Cependant,	   les	   souris	   doubles	   déficientes	   slam-‐/-‐	   et	   ntba-‐/-‐	   présentent	   un	  

défaut	   important	   de	   développement	   de	   ces	   cellules	   mais	   pas	   total.	   De	   plus,	   le	  

développement	  des	  cellules	  NKT	  requiert	  également	  une	  signalisation	  par	   le	  complexe	  

TCR-‐CD3	   (Bendelac	   et	   al.,	   2007).	   On	   peut	   donc	   supposer	   qu’un	   mécanisme	  
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complémentaire	   régulé	   par	   l’association	   de	   SAP	   avec	   CD3ζ	   intervient	   dans	   le	  

développement	  des	  cellules	  NKT.	  	  

Il	   a	   été	   suggéré	   que	   l’absence	   de	   cellules	   NKT	   est	   le	   défaut	   cellulaire	   majoritaire	  

responsable	   de	   l’apparition	   des	   phénotypes	   chez	   les	   patients	   XLP.	   En	   effet,	   il	   a	   été	  

montré	  récemment	  qu’environ	  20%	  des	  patients	  XLP	  ne	  possèdent	  pas	  de	  mutations	  sur	  

le	   gène	   sh2d1a	   mais	   présentent	   une	   altération	   du	   gène	   codant	   pour	   la	   protéine	  

inhibitrice	  de	  l’apoptose	  XIAP	  et	  développent	  le	  syndrome	  lymphoprolifératif	  lié	  à	  l’X-‐2	  

(XLP-‐2).	   Les	   patients	   XLP-‐2	   présentent	   les	   mêmes	   manifestations	   cliniques	   que	   les	  

patients	  XLP-‐1,	  dont	  une	  absence	  de	  cellules	  NKT	  et	  la	  sensibilité	  à	  l’EBV,	  c’est	  pourquoi	  

la	  mutation	  du	  gène	  XIAP	  n’a	  été	  caractérisée	  que	  très	  récemment	  (Rigaud	  et	  al.,	  2006).	  

Cependant,	   les	   mécanismes	   moléculaires	   régulés	   par	   XIAP	   sont	   différents	   que	   ceux	  

régulés	   par	   SAP.	   Il	   a	   été	   évoqué	   que	   l’apparition	   des	   phénotypes	   des	   patients	   XLP-‐2	  

serait	  due	  à	  une	  apoptose	  dérégulée	  des	  cellules	   immunes	  suite	  à	   l’infection	  par	   l’EBV.	  

L’activation	   excessive	   des	   voies	   apoptotique	   aboutirait	   à	   une	   absence	   de	   cellules	  

cytotoxiques	   dirigées	   contre	   les	   lymphocytes	   B	   infectées,	   une	   absence	   de	   cellule	   NKT	  

ainsi	   qu’une	   augmentation	   de	   l’AICD	   des	   lymphocytes	   B.	   Ces	   défauts	   cellulaires	  

conduiraient	   aux	   phénotypes	   des	   patients	   XLP	   comme	   les	   lymphohistiocytoses	  

hémophagocytiques	  ou	  les	  hypogammaglobulinémies.	  

Ces	  phénotypes	  cliniques	  ont	  été	  retrouvés	  chez	  deux	  patientes	  possédant	  une	  mutation	  

sur	  le	  domaine	  SH2	  de	  la	  tyrosine	  kinase	  Itk	  résultant	  en	  une	  instabilité	  de	  la	  protéine	  et	  

à	   son	   absence.	   De	   façon	   identique	   que	   chez	   les	   patients	   XLP-‐1	   et	   XLP-‐2,	   ces	   deux	  

patientes	  présentent	  une	  absence	  de	  cellules	  NKT	  et	  une	  grande	  sensibilité	  à	  l’infection	  

par	  l’EBV	  (Huck	  et	  al.,	  2009).	  	  

Ces	  données	  suggèreraient	  donc	  un	  rôle	  de	  SAP	  sur	   les	  voies	  de	  signalisation	  régulées	  

par	  la	  kinase	  Itk	  ainsi	  que	  sur	  les	  voies	  de	  signalisation	  régulant	  l’apoptose	  des	  cellules.	  

L’association	   de	   SAP	   avec	   la	   chaine	   CD3ζ	   régulerait	   donc	   un	   signal	   permettant	   la	  

formation	   de	   complexes	   protéiques	   nécessaires	   à	   l’activation	   d’Itk	   impliquée	   dans	   la	  

maturation	  des	  cellules	  NKT.	  	  

	  

SAP	  agit	  comme	  un	  compétiteur	  et	  inhibe	  le	  recrutement	  des	  phosphatases	  Shp1	  et	  

Shp2.	  

Les	   données	   de	   la	   littérature	   montrent	   que	   les	   récepteurs	   de	   la	   famille	   SLAM	   sont	  

recrutés	  à	  la	  synapse	  immunologique	  et	  co-‐localisent	  avec	  SAP	  pour	  médier	  des	  signaux	  
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activateurs	  (Cannons	  et	  al.,	  2004;	  Howie	  et	  al.,	  2002;	  Roda-‐Navarro	  et	  al.,	  2004).	  Zhao	  et	  

al,	  ont	   récemment	  démontré	  qu’en	  absence	  de	  SAP,	   les	   récepteurs	  Ly108	  (l’équivalent	  

de	  NTB-‐A	  chez	  la	  souris)	  et	  2B4	  sont	  toujours	  recrutés	  à	  la	  synapse	  immunologique	  des	  

lymphocytes	   T	   cytotoxiques	   et	   co-‐localisent	   avec	   la	   tyrosine	   phosphatase	   Shp1	  

provoquant	  une	  diminution	  d’activation	  des	  kinases	  de	  la	  famille	  Src	  et	  de	  la	  cytotoxicité	  

des	  cellules	   (Zhao	  et	  al.,	  2012).	  Ce	  modèle	  confirme	   le	   rôle	  bien	  connu	  de	  SAP	  en	   tant	  

que	   compétiteur.	   On	   pourrait	   supposer	   que	   SAP	   interagit	   avec	   CD3ζ	   et	   inhibe	   le	  

recrutement	   de	   Shp1	   sur	   le	   complexe	   TCR-‐CD3	   permettant	   ainsi	   de	   prolonger	  

l’activation	   de	   la	   signalisation	   induite	   par	   l’engagement	   du	   TCR.	   L’étude	   de	   la	  

phosphorylation	  des	  protéines	  clés	  de	  l’activation	  TCR,	  comme	  CD3ζ,	  LAT	  ou	  Slp-‐76,	  sur	  	  

des	  cinétiques	  d’activation	  plus	  longues	  (entre	  30	  et	  60	  min)	  et	  des	  expériences	  de	  co-‐

précipitations	   CD3ζ/Shp1	   en	   absence	   de	   SAP	   pourraient	   nous	   donner	   une	   idée	   plus	  

précise	  d’un	  possible	  rôle	  de	  SAP	  dans	  les	  mécanismes	  de	  rétrocontrôle	  négatif	  du	  signal	  

TCR.	   En	   effet,	   si	   SAP	   empêche	   réellement	   le	   recrutement	   de	   la	   phosphatase	   Shp1	   sur	  

CD3ζ,	   celle-‐ci	   devrait	   être	   plus	   rapidement	   déphosphorylée	   après	   une	   activation	   des	  

cellules	  en	  absence	  de	  SAP.	  

	  

Il	   a	   également	   été	   rapporté	   que	   Pecam-‐1	   recrute	   la	   tyrosine	   phosphatase	   Shp2	   pour	  

réguler	   négativement	   les	   signaux	   induits	   par	   l’engagement	   du	   TCR	   (Newman	   et	   al.,	  

2001;	   Newton-‐Nash	   and	   Newman,	   1999).	   Cependant,	   le	   recrutement	   de	   Shp2	   sur	  

Pecam-‐1	  nécessite	  l’interaction	  des	  deux	  domaines	  SH2	  de	  Shp2	  avec	  les	  deux	  tyrosines	  

phosphorylées	   de	   Pecam-‐1	   (Pumphrey	   et	   al.,	   1999).	   L’association	   de	   SAP	   avec	   la	  

tyrosine	  Y686	  de	  Pecam-‐1,	  observée	  dans	  notre	  étude	  (Figure	  3),	  pourrait	  suggérer	  une	  

compétition	  avec	  le	  recrutement	  de	  Shp2	  sur	  Pecam-‐1.	  En	  inhibant	  l’association	  de	  Shp2	  

avec	   Pecam-‐1,	   ce	  mécanisme	   prolongerait	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	   lors	   de	   leur	  

recrutement	  au	  niveau	  du	  site	  infectieux.	  L’étude	  de	  l’activation	  des	  protéines	  clés	  de	  la	  

signalisation	   induite	   par	   une	   co-‐activation	   CD3+CD31	   dans	   des	   cellules	   déficientes	   en	  

SAP	  pourrait	  valider	  ce	  mécanisme.	  

	  

Régulation	  de	  l’adhérence	  des	  cellules	  par	  SAP.	  

Les	  défauts	  cellulaires	  retrouvés	  chez	  les	  patients	  XLP	  sont	  dus,	  pour	  la	  majorité,	  à	  des	  

défauts	  de	  contact	  médiés	  par	  les	  récepteurs	  SLAM,	  entre	  les	  cellules	  hématopoïétiques.	  

Ainsi,	   les	   interactions	   homotypiques	   (ou	   hétérotypique	   dans	   le	   cas	   de	   l’interaction	  
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2B4/CD48)	   entre	   les	   récepteurs	   SLAM	   régulent	   la	   cytotoxicité	   des	   cellules	   NK	   et	   des	  

CTL,	   le	   développement	   des	   cellules	   NKT	   et	   la	   formation	   des	   centres	   germinatifs	  

(Cannons	  et	  al.,	  2011).	  Ces	  mécanismes	  sont	  dépendants	  du	  recrutement	  de	  SAP	  sur	  les	  

différents	  récepteurs	  SLAM,	  suggérant	  à	  un	  rôle	  pour	  SAP	  dans	  les	  voies	  de	  signalisation	  

qui	  régulent	  l’adhérence	  des	  cellules.	  De	  plus,	  Gu	  et	  al,	  ont	  montré	  que	  SAP	  interagit,	  via	  

son	   résidu	   R78,	   avec	   le	   facteur	   d’échange	   β-‐Pix,	   suggérant	   que	   SAP	   pourrait	   réguler	  

l’activation	   des	   petites	   G	   comme	   Rac	   ou	   Cdc42,	   connues	   pour	   leur	   rôle	   dans	   les	  

réarrangements	  du	  cytosquelette	  d’actine	  et	  dans	  l’adhérence	  des	  lymphocytes	  T	  (Gu	  et	  

al.,	  2006).	  Il	  a	  déjà	  été	  démontré	  que	  la	  petite	  G	  Rap1	  est	  activée	  et	  régule	  l’adhérence	  et	  

la	   transmigration	   médiée	   par	   Pecam-‐1	   des	   leucocytes	   au	   niveau	   du	   site	   infectieux	  

(Muller	   et	   al.,	   1993;	   Reedquist	   et	   al.,	   2000;	   Vaporciyan	   et	   al.,	   1993).	   Cependant,	   les	  

mécanismes	  impliqués	  dans	  l’activation	  de	  Rap1	  ou	  dans	  l’adhérence	  médiée	  par	  Pecam-‐

1	   sont	   encore	   méconnus.	   Dans	   notre	   étude,	   nous	   avons	   démontré	   que	   SAP	   interagit	  

directement	   sur	   Pecam-‐1	   (Figure	   2),	   et	   avons	   également	   observé	   une	   diminution	   de	  

l’adhérence	  des	  cellules	  médiée	  par	  Pecam-‐1	  en	  absence	  de	  SAP.	  Ces	  données	  suggèrent	  

que	   SAP	   régulerait	   les	   voies	   de	   signalisation	   en	   aval	   de	   Pecam-‐1	   pour	   moduler	  

l’adhérence	  des	   cellules	  T.	   L’identification	  des	  protéines	  G	   (Rap1,	  Rac,	  Cdc42	  ?)	   et	  des	  

facteurs	   d’échanges	   (β-‐Pix	  ?)	   activés	   suite	   à	   une	   adhérence	   des	   cellules	   médiées	   par	  

Pecam-‐1	  pourrait	  nous	  donner	  de	  plus	  amples	  informations	  sur	  un	  possible	  rôle	  de	  SAP	  

dans	  l’adhérence	  des	  lymphocytes	  T	  médiée	  par	  Pecam-‐1.	  

	  

Au	   début	   de	   mon	   travail	   de	   thèse,	   l’association	   de	   SAP	   avec	   Pecam-‐1	   a	   été	   décrite	  

succinctement	   dans	   un	   cas	   particulier	   d’infection	   par	   Mycobacterium	   tuberculosis	  

(Quiroga	   et	   al.,	   2007).	   Les	   auteurs	   ont	   démontré	   que	   cette	   association,	   en	   réponse	   à	  

l’infection,	  diminue	  la	  production	  d’IFN-‐γ	  des	  lymphocytes	  T.	  Ils	  ont	  également	  observé	  

que	   l’infection	   par	  M.	   tuberculosis	   induit	   la	   diminution	   d’expression	   de	   Pecam-‐1	   et	   de	  

SAP	   dans	   les	   lymphocytes	   T.	   Cependant,	   l’ajout	   d’un	   anticorps	   anti-‐Pecam-‐1	   ou	   d’une	  

protéine	   recombinante	   pour	   Pecam-‐1	   inhibe	   la	   diminution	   d’expression	   de	   Pecam-‐1	  

induite	   par	   l’infection.	   On	   pourrait	   alors	   supposer	   que	   l’association	   SAP/Pecam-‐1	  

régulerait	  également	  le	  recyclage	  de	  Pecam-‐1.	  L’implication	  de	  SAP	  dans	  le	  recyclage	  de	  

Pecam-‐1	   pourrait	   être	   démontrée	   par	   des	   observations,	   en	   microscopie,	   de	   la	  

localisation	  de	  Pecam-‐1	  dans	  des	  lymphocytes	  T	  adhérés	  sur	  des	  anticorps	  anti-‐CD31	  en	  

présence	   ou	   non	   de	   fibronectine.	   Nous	   pourrions	   également	   étudier	   par	   biochimie	  
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l’ubiquitination	   du	   récepteur	   en	   présence	   ou	   non	   de	   SAP.	   Enfin,	   ces	   démonstrations	  

pourraient	  expliquer	  une	  observation	  faite	  dans	  notre	  laboratoire.	  En	  effet,	  nous	  avons	  

remarqué	   que	   des	   cellules	   H9	   qui	   ré-‐expriment	   stablement	   Pecam-‐1	   mutée	   sur	   la	  

tyrosine	  Y686,	  qui	  associe	  SAP,	  perdaient	  plus	  rapidement	   l’expression	  de	  Pecam-‐1	  au	  

cours	  du	  temps	  de	  culture	  cellulaire	  en	  comparaison	  avec	  les	  cellules	  ré-‐exprimant	  une	  

Pecam-‐1	  WT	  ou	  une	  Pecam-‐1	  mutée	  sur	  la	  tyrosine	  Y663,	  et	  alors	  que	  ces	  cellules	  sont	  

cultivées	   en	   présence	   d’un	   agent	   de	   sélection	   pour	  maintenir	   la	   pression	   de	   sélection	  

(non	  montrée).	  	  	  

	  

Potentielle	  fonction	  de	  SAP	  dans	  les	  lymphocytes	  Treg	  ?	  

Enfin,	  il	  serait	  également	  intéressant	  d’étudier	  les	  lymphocytes	  Treg	  dans	  le	  cas	  du	  XLP.	  

En	  effet,	  il	  n’existe,	  à	  notre	  connaissance,	  aucune	  étude	  sur	  une	  possible	  implication	  des	  

lymphocytes	   Treg	   dans	   l’apparition	   des	   phénotypes	   des	   patients	   XLP.	   Tout	   d’abord,	   il	  

serait	   important	   de	   savoir	   si	   les	   patients	   XLP	   ou	   les	   souris	   sap-‐/-‐	   possèdent	   des	  

lymphocytes	  Treg	  en	  nombre	  suffisant.	  Il	  existent	  deux	  sous	  populations	  de	  lymphocytes	  

Treg	   issues	   de	   deux	  mécanismes	   de	   développement	   différents.	   Les	   iTreg	   dérivent	   de	  

lymphocytes	  T	  CD4+	  naïfs	  conventionnels	  dont	  le	  développement	  n’est	  pas	  dépendant	  de	  

SAP.	   Cependant,	   les	   nTreg	   proviennent	   de	   cellules	   T	   CD4+	   naïfs	   ayant	   échappé	   à	   la	  

sélection	  négative	  dans	  le	  thymus	  par	  un	  mécanisme	  peu	  compris.	  Si	  SAP	  est	  impliquée	  

dans	   ce	   mécanisme,	   on	   pourrait	   supposer	   que	   les	   patients	   XLP	   et	   les	   souris	   sap-‐/-‐	  

possèderaient	  une	  absence	  de	  nTreg	  et	  donc	  un	  déficit	  de	  lymphocytes	  Treg	  en	  général.	  

Ce	  déficit	  en	  cellules	  Treg	  contribuerait	  à	  l’apparition	  des	  hyperproliférations	  de	  cellules	  

T	  cytotoxiques	  ainsi	  qu’à	  l’hyperactivation	  des	  macrophages	  observée	  pendant	  la	  FIM.	  

Un	  déficit	  d’activation	  des	  lymphocytes	  Treg	  pourrait	  également	  être	  envisagé	  chez	  les	  

patients	  XLP.	  Il	  serait	  donc	  intéressant	  d’étudier	  l’expression	  des	  différents	  membres	  de	  

la	  famille	  SLAM	  dans	  lymphocytes	  Treg.	  On	  pourrait	  supposer	  que	  l’association	  de	  SAP	  

avec	  les	  récepteurs	  SLAM	  et/ou	  avec	  la	  chaine	  CD3ζ,	  décrite	  dans	  cette	  étude,	  pourrait	  

régulée	  la	  différenciation	  et/ou	  l’activation	  des	  lymphocytes	  Treg.	  L’implication	  de	  SAP	  

sur	  la	  différenciation	  des	  lymphocytes	  T	  naïfs	  en	  lymphocytes	  Treg	  pourrait	  être	  étudiée	  

en	   comparant	   la	   culture	   de	   thymocytes	   issus	   de	   souris	   WT	   et	   de	   souris	   sap-‐/-‐	   en	  

présence	  d’anti-‐CD3,	  d’anti-‐CD28,	  de	  TGF-‐β	  et	  d’IL-‐2.	  De	  plus,	  SAP,	  par	  son	  association	  

avec	  la	  chaine	  CD3ζ	  ou	  avec	  les	  membres	  de	  la	  famille	  SLAM,	  pourrait	  également	  régulée	  

la	   production	   de	   cytokines,	   telles	   que	   l’IL-‐10	   ou	   le	   TGF-‐β	   dans	   ces	   cellules.	   Les	  
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lymphocytes	  Treg	  ont	  pour	  principale	  fonction	  de	  contrôler	  la	  réponse	  immunitaire	  en	  

supprimant	   l’activité	   des	   cellules	   T	   effectrices	   et	   des	   cellules	   de	   l’immunité	   innée.	   Ce	  

contrôle	   de	   la	   réponse	   immunitaire	   est	   médiée	   par	   la	   production	   de	   cytokines	   anti-‐

inflammatoire	  et	  par	  des	  contacts	  cellules-‐cellules.	  Ces	  deux	  mécanismes	  d’actions	  sont	  

défectueux	   dans	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   helper	   des	   patients	   XLP.	   On	   pourrait	   alors	  

supposer	  que	  ces	  mécanismes	  sont	  également	  défectueux	  dans	  les	  lymphocytes	  Treg,	  les	  

rendant	  inefficaces	  à	  contrôler	  les	  réponses	  des	  macrophages	  et	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  

dérégulées	   chez	   les	   patients	   XLP.	   De	   plus,	   les	   lymphocytes	   Treg	   sont	   des	   cellules	   qui	  

sécrètent	   peu	   d’IL-‐2	   et	   sont	   donc	   dépendantes	   de	   l’IL-‐2	   extracellulaire	   pour	   leur	  

différenciation.	   Or	   nous	   avons	   démontré	   dans	   notre	   étude	   une	   diminution	   de	   la	  

production	  d’IL-‐2	  par	  les	  lymphocytes	  T	  CD4+	  activés	  en	  absence	  de	  SAP.	  La	  diminution	  

de	  la	  production	  d’IL-‐2	  pourrait	  alors	  aboutir	  à	  une	  diminution	  de	  la	  différenciation	  des	  

cellules	   en	   lymphocytes	   Treg	   et	   contribuer	   à	   l’apparition	   des	   symptômes	   chez	   les	  

patients	  XLP.	  	  

Les	   patients	   XLP-‐2	   présentent,	   pour	   17%	   d’entre	   eux,	   une	   susceptibilité	   accrue	   aux	  

colites	  inflammatoires.	  Des	  cas	  de	  colites	  ont	  également	  été	  rapportés	  chez	  les	  patients	  

XLP-‐1,	  mais	  à	  des	  taux	  plus	  faibles	  (Booth	  et	  al.,	  2011).	  Il	  est	  maintenant	  bien	  connu	  que	  

l’IL-‐10	   sécrétée	  par	   les	   lymphocytes	  Treg	   supprime	   les	   colites	   (Asseman	   et	   al.,	   1999).	  

Ces	   observations	   suggèrent	   qu’un	   défaut	   d’activation	   des	   lymphocytes	   Treg	   dû	   à	  

l’absence	  de	  SAP	  ou	  l’absence	  de	  Treg	  due	  aux	  mutations	  sur	  XIAP	  contribueraient	  aux	  

manifestations	  cliniques	  observées	  chez	  les	  patients	  XLP.	  
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