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Résumé

Le comportement et le devenir des lymphoctes T (LT) est conditionné par
l’intégration de nombreux signaux solubles et cellulaires. Lorsque les LT ne sont
pas stimulés, les facteurs de transcription FoxO orchestrent un réseau moléculaire
important participant au maintien de la quiescence et à la capacité migratoire
des LT. Longtemps considéré comme un état par défaut, le maintien des LT dans
cet état quiescent est hautement régulé par un ensemble de signaux parmi
lesquels la signalisation via le récepteur à l’interleukine 7 (IL7) et le récepteur à
l’antigène (TCR) activé par des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) chargées avec des peptides du soi. Etonnamment, ces
mêmes signaux sont nécessaires pour induire l’entrée des cellules dans le cycle
cellulaire. L’inhibition de la prolifération des LT est donc un mécanisme actif qui
peut être levé par des signaux externes. Le mécanisme moléculaire permettant le
maintien de cet état quiescent reste très peu décrit.

Mon projet de thèse a consisté à étudier les conséquences fonctionnelles de
l’expression de Fam65b, une nouvelle cible transcriptionnelle de FoxO, sur la
prolifération. Au cours de mon travail, j’ai montré que dans des cellules
transformées, ayant donc perdu la capacité de réguler leur prolifération,
l’expression forcée de Fam65b perturbe la mise en place du fuseau mitotique,
induisant un arrêt en phase G2/M et la mort des cellules. Au cours de ce
processus, Fam65b agit avec deux partenaires connus pour leur implication dans
le cycle cellulaire, l’histone déacétylase 6 (HDAC6) et la protéine d’échafaudage
14-3-3.

J’ai également pu établir que, dans les LT primaires humains, Fam65b est un
facteur de quiescence. En effet, l’engagement du TCR induit une diminution
d’expression de Fam65b et le maintien de son expression bloque la prolifération
des LT, suggérant que l’inhibition de son expression est un pré-requis à la
prolifération. Inversement, l’inhibition de l’expression de Fam65b dans des LT
naïfs diminue leur seuil d’activation. L’ensemble de ces résultats désigne donc
Fam65b comme une nouvelle cible pour le contrôle de la prolifération des cellules
primaires et transformées.

Nous avons également développé au laboratoire un modèle murin invalidé
pour Fam65b dans le lignage T afin d’étudier son rôle dans un modèle plus
intégré. J’ai pu initier l’analyse du phénotype de ces souris en l’abscence de toute
stimulation.

L’ensemble de ces travaux, en complément de ceux précédemment obtenus au
laboratoire, laissent apparaître Fam65b comme un nouvel effecteur de FoxO
capable d’interagir avec divers partenaires afin de contrôler conjointement des
fonctions cellulaires majeures.
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Abstract

T cell fate is conditioned by the integration of many soluble and cellular
signals. When T cells are not stimulated, FoxO transcription factors orchestrate
an important molecular network involved in maintaining the quiescent state and
migratory ability of the cells. Considered as a "default" state, it is now known
that maintenance of T cell quiescence is a process highly regulated by a set of
signals including IL7 signaling and sustained contact with MHC molecules
presenting self-peptides. Surprisingly, these same signals are required to induce
entry of cells into the cell cycle. Inhibition of T cell proliferation is an active
mechanism that can be lifted by external signals. The molecular mechanism
maintaining this quiescent state is poorly described.

My thesis project was studying the functional consequences of Fam65b
expression, a new transcriptional target of FoxO, on proliferation. I showed that,
in transformed cells, that have lost the ability to regulate their proliferation,
forced expression of Fam65b disrupts the establishment of the mitotic spindle,
inducing an arrest in G2/M phase and cell death. During this process, Fam65b
acts with two partners, known to be involved in the cell cycle process, the histone
deacetylase HDAC6 and the 14-3-3 protein scaffold.

I have also been able to establish that in human primary T cell, Fam65b is a
quiescence factor. Indeed, the TCR stimulation induces a reduction of Fam65b
expression and maintaining its expression blocks the proliferation of T cells,
suggesting that inhibition of Fam65b expression is a prerequisite for proliferation.
Conversely, inhibition of Fam65b expression in naive T cells reduces their
activation threshold. Altogether these results show that Fam65b is a new target
for the control of the proliferation of primary and transformed cells.

We have also developed, in the laboratory, a mouse model invalidated for
Fam65b in T cell lineage. I initiated the phenotype analysis of these mice in the
absence of any stimulation.

This work, in addition to the previous results obtained in the laboratory, reveal
that Fam65b is a new effector of FoxO factors, able to interact with various partners
to jointly control major cellular functions.
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Avant-propos

La notion de quiescence

La quiescence un état hautement régulé
Pendant longtemps le concept de quiescence cellulaire a été défini comme un

état inactif de non prolifération ; les cellules étant en phase G0 du cycle cellulaire
par défaut, à cause de conditions défavorables à la poursuite du cycle. Cette
phase correspondait donc à un état irréversible en dehors du cycle cellulaire,
phénomène illustré par la description des cellules complètement différenciées
comme les neurones ou plus récemment par les cellules sénescentes. La
description d’une autre forme de phase G0, appelée état quiescent et caractérisée
par la capacité des cellules à reprendre le cours de leur cycle cellulaire en réponse
à des stimuli physiologiques, a permis de faire évoluer la définition de ce
concept (Cheung and Rando, 2013).

Définition et caractéristiques des cellules quiescentes
Les premières études sur le cycle cellulaire ont permis de postuler l’existence

d’un état quiescent. En effet, des expériences de marquage radioactif de l’ADN,
réalisées en 1951 par Howard et Pelc, ont mis en évidence qu’au sein d’une
population cellulaire toutes les cellules ne prolifèrent pas au même rythme
révélant la présence de cellules non prolifératives dont la prolifération peut être
induite par des stimuli extrinsèques. Durant plusieurs années la caractérisation
de cet état fut débattue tantôt décrit comme une phase G1 prolongée tantôt
comme une phase indépendante.

C’est en 1974, avec la description d’un point de restriction en phase G1 par
Pardee, que l’état quiescent est considéré comme une phase
indépendante (Pardee, 1974). En effet, ce point de restriction ou point R
correspond à une étape cruciale dans la poursuite du déroulement du cycle
cellulaire. Plus précisément, avant ce point R, la décision d’entrer en quiescence
ou de poursuivre le cycle est dépendante d’une balance de signaux
extracellulaires promoteurs et inhibiteurs reçus par la cellule. Une fois ce point
de restriction passé, ces signaux extrinsèques ne sont plus nécessaires à la cellule
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qui poursuit alors irrémédiablement son cycle et entame donc une synthèse
accrue de protéines en vue de produire deux cellules filles identiques. Les travaux
de Zetterberg et Larsson en 1985 ont ensuite démontré que, dans toutes les
phases du cycle, une déprivation de sérum induit une inhibition de la production
de protéines conduisant la plupart des cellules à stopper leur cycle et induire
l’apoptose. Seules les cellules en phase G1 précoce, qui n’ont donc pas passé le
point R, sont capables de sortir du cycle cellulaire et d’atteindre un état
quiescent. Ainsi, la variabilité observée dans la vitesse de division des cellules
serait due au temps nécessaire à chaque cellule pour passer ce point de restriction
en G1 (Zetterberg and Larsson, 1985) (Figure 1).

Figure 1 – Représentation schématique de la quiescence dans le contexte du cycle
cellulaire (D’après (Dhawan and Laxman, 2015))
L’induction du programme de quiescence requiert différents signaux extrinsèques. La prise de
décision d’entrer en quiescence se produit au début de la phase G1 au niveau du point R (flèche
rouge).

Différents types de phase G0 peuvent alors être définis. En effet, comme le
montre la figure 2, les cellules somatiques peuvent être capables d’entrer dans une
phase G0 réversible, elles sont alors quiescentes comme les cellules souches, ou
dans une phase G0 irréversible, c’est le cas des cellules sénescentes et des cellules
différenciées.
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Figure 2 – Réversibilité de l’état G0 du cycle cellulaire (D’après (Cheung and Rando,
2013))
Les cellules somatiques sont capables, avant de passer le point R, de rejoindre différents types
de phase G0, réversible pour les cellules quiescentes et irréversible pour les cellules différenciées
ou sénescentes (flèches pleines).

Les cellules quiescentes comme les cellules souches par exemple permettent de
régénérer le tissu endommagé en réponse à des stimuli provenant de leur niche
environnementale. Les cellules matures différenciées supportent la fonction de
l’organe ou du tissu et ne se divisent généralement plus. Les cellules sénescentes
quant à elles correspondent à des cellules ayant perdu leur capacité de
division (Campisi, 2011). Leur description a mis en évidence des effets
paradoxaux. Leur accumulation dans les tissus, notamment observée lors du
vieillissement, est délétère du fait des facteurs qu’elles sécrètent. Mais l’arrêt de
croissance induit par la sénescence pourrait être un mécanisme intéressant pour
supprimer le développement de tumeurs (Coppé et al., 2008; Baker et al., 2011).
Ce paradoxe peut s’expliquer en considérant que, dans un organisme jeune, la
sénescence puisse être un mécanisme de défense en réponse à un stress
oncogénique. Mais en contrepartie, avec le vieillissement, leur accumulation
révèlerait un effet néfaste en créant une inflammation chronique (Baker et al.,
2011).

De récentes études in vitro ont montré que, bien qu’étant dans une phase G0
irréversible, les cellules différenciées et les cellules sénescentes ont la capacité de
reprendre leur cycle cellulaire lorsque l’expression de suppresseurs de tumeur
comme p53 et pRb (protéine du rétinoblastome) est inhibée (Beauséjour et al.,
2003; Pajcini et al., 2010). Les mécanismes intrinsèques nécessaires pour cycler
sont donc intacts mais réprimés dans ces cellules (Figure 2 Flèches en pointillés).
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In vivo, l’un des exemples illustrant cette caractéristique est celui des
hépatocytes matures. Dans des cas d’hépatectomie partielle, ils sont capables
d’entrer en cycle cellulaire afin de reconstituer le foie (Fausto, 2004).

Afin de décrire les caractéristiques des cellules quiescentes, nous nous
baserons sur l’exemple des cellules souches.

La quiescence des cellules est contrôlée notamment par des mécanismes
épigénétiques, transcriptionnels et post-transcriptionnels ainsi que des
modifications post-traductionnelles que nous allons maintenant évoquer.

Les modifications épigénétiques, et notamment la méthylation des histones,
possèdent un rôle clé dans la régulation de l’expression des gènes (Bernstein
et al., 2007; Li et al., 2010). Plus particulièrement, la triméthylation de l’histone
H3 sur les lysines 4 et 27 (H3K4me3 et H3K27me3) semble particulièrement
déterminante pour conditionner l’état d’ouverture de la chromatine. Si la Lys4
est méthylée la transcription sera favorisée alors que si la Lys27 est méthylée la
transcription sera inhibée. Etonnament, des marques H3K4me3 correspondant à
une chromatine ouverte, donc à un état favorable pour la transcription, sont
retrouvées au niveau de nombreux gènes dans les cellules quiescentes. Pourtant
un faible niveau de transcription est observé dans les cellules quiescentes. Il
semble donc peu probable que tous les gènes possédant cette marque soient
activement transcrits (Guenther et al., 2007). Cette caractéristique pourrait
permettre aux cellules d’identifier les gènes devant être transcrits si un signal
d’activation était reçu. Bien que ne se divisant pas, les cellules quiescentes sont
donc prêtes à réagir dès réception d’un signal mitotique.

Les cellules quiescentes régulent l’expression de nombreux gènes. Ceux
impliqués dans la réplication et la progression du cycle cellulaire codant, par
exemple, des cyclines ou encore la survivine sont inhibés (Fukada et al., 2007;
Blanpain et al., 2004; Forsberg et al., 2010). Ces molécules contrôlent de
nombreux aspects de la progression du cycle cellulaire. Les cyclines sont connues
comme d’importants régulateurs de « checkpoints » intervenant lors de la
transition entre des phases successives du cycle cellulaire (Pagano et al., 1992;
Lauper et al., 1998; Pines and Hunter, 1989). La survivine, quant à elle, est
impliquée dans la régulation de la dynamique des microtubules pendant la phase
de mitose (Li et al., 1998). On retrouve également une diminution de l’expression
de gènes liés au fonctionnement des mitochondries indiquant une activité
métabolique réduite dans ces cellules. Inversement d’autres gènes sont, quant à
eux, plus exprimés comme ceux impliqués dans la transcription des inhibiteurs de
cycle tels que les facteurs FoxO.

Le phénomène de quiescence peut également être régulé par le jeu de
modifications post-transcriptionnelles faisant intervenir, par exemple, des ARN



AVANT-PROPOS LA NOTION DE QUIESCENCE 27

non codants comme les micro-ARN (Cheung et al., 2012; Arnold et al., 2011).
La quiescence peut également être régulée par des modifications

post-traductionnelles. La progression dans le cycle cellulaire est dépendante de
l’activité de complexes formés par des cyclines et des kinases (CDK).
L’expression des CDK est relativement constante au cours du cycle cellulaire.
Ceci suppose donc une régulation de leur activité kinase par différents
mécanismes. L’un d’eux fait intervenir une modification conformationnelle grâce
à leur liaison aux cyclines dont l’expression est périodique au cours du cycle
cellulaire. L’activité des complexes cycline/CDK peut également être
contrebalancée par celle des CDK inhibiteurs (CDKi) (Figure 3). Il existe deux
grandes classes de CDKi : la famille INK4 et la famille KIP/CIP dont les
membres les plus connus sont p21cip et p27kip1. L’activité anti-proliférative des
inhibiteurs INK4 est due en partie à leur liaison avec les complexes CDK4 et
CDK6 ce qui empêche la séquestration de p21cip et p27kip1 par ces mêmes
complexes (Steinman, 2002).

Figure 3 – Acteurs moléculaires impliqués dans la régulation de la progression en
phase G1 (D’après (Cheng, 2004))
La progression dans le cycle cellulaire est régulée par l’activation et l’inactivation séquentielles
de CDK. Les CDKi sont indiqués dans les boites noires.

p21cip possède un rôle déterminant dans le maintien de la quiescence. En effet,
l’inhibition de p21cip induit une augmentation de la prolifération des cellules et
une diminution de la population de cellules souches quiescentes (Cheng et al.,
2000b; Kippin et al., 2005). Il semble que p21cip en perturbant la liaison de
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CDK2 avec le complexe p130/E2F4 stabilise ce complexe et favorise la
quiescence (Shiyanov et al., 1996). Plus récemment, il a été montré que l’activité
de CDK2 est importante dans la régulation du seuil d’activation des cellules. En
effet, le niveau d’activation de CDK2 à la fin du cycle précédent semble
important pour le devenir des cellules (Spencer et al., 2013). Plus précisément,
l’intégration d’un certain nombre de signaux dont des signaux mitotiques
pendant une fenêtre de restriction à la sortie de la mitose, appelée R1, régule
l’entrée des cellules soit dans un état caractérisé par une activité forte de CDK2
soit dans un état où l’activité de CDK2 est réduite. Les cellules dont l’activité de
CDK2 est forte continueront de se diviser sans avoir besoin d’autres signaux alors
que les cellules dont l’activité de CDK2 est faible devront passer par une seconde
fenêtre de restriction, appelée R2, nécessitant la présence de signaux mitotiques.
Cette seconde fenêtre de restriction correspondrait au point de restriction
communément admis (point R précédemment décrit) (Figure 4).

Figure 4 – Modèle pour l’engagement du cycle cellulaire et la transition G0-G1
(D’après (Spencer et al., 2013))
A la fin du cycle précédent, les cellules en atteignant la fenêtre de restriction R1 voient deux
possibilités s’offrir à elles en fonction de l’expression de p21 : si l’expression de p21 est réduite,
les cellules devront entrer en cycle, si l’expression de p21 est élevée, les cellules entreront dans
un état G0 transitoire ou prolongé. Elles resteront sensibles aux signaux mitogéniques mais ne
pourront entrer en cycle qu’en passant une deuxième fenêtre de restriction R2.

Contrairement à p21cip, l’ihnibition de p27kip1 à elle seule ne semble pas capable
d’induire la prolifération des cellules (Cheng et al., 2000a; Dao et al., 1998). Ainsi
p21cip ou p130 pourraient compenser la perte de p27kip1 et maintenir les cellules
quiescentes (Coats et al., 1999). Il a également été montré que p27kip1 peut réguler
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l’entrée en cycle en liant une chaperonne moléculaire impliquée dans le transport
du complexe Cycline D1 (Zou et al., 2011).

Les mécanismes de survie

Comme toutes les cellules ayant une durée de vie prolongée, les cellules
quiescentes peuvent accumuler des dommages à cause du stress environnemental
comme le stress oxydatif. Ceci induit généralement une dégradation des
constituants cellulaires et notamment de l’ADN (Rando, 2006; Kregel and
Zhang, 2007; Rossi et al., 2008). Les cellules doivent donc adopter différents
mécanismes afin d’assurer leur intégrité sur le long terme.

La signalisation protégeant contre le stress de l’environnement

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont des molécules hautement
actives comprenant le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’anion superoxyde (O2

-), et
le radical hydroxyle (OH•). Sous-produits du métabolisme normal de l’oxygène,
ils sont principalement formés par les mitochondries lors du processus de
production d’énergie cellulaire et peuvent également être générés pour faciliter la
signalisation intracellulaire. Dans des conditions physiologiques normales, les
niveaux de ROS sont faibles et jouent un rôle crucial pour la prolifération, la
survie et la migration. Leur accumulation, suite à un dysfonctionnement du
métabolisme ou à une exposition des cellules à une source extérieure de ROS,
conduit à un stress oxydant délétère. Dans ce cas, il s’ensuit une peroxydation
des macromolécules cellulaires telles que les lipides, les protéines et les acides
nucléiques (Reczek and Chandel, 2015; Storz, 2011). Les cellules possèdent des
mécanismes permettant de prévenir l’accumulation de ces ROS (Figure 5). Par
exemple, l’anion superoxyde, produit de la dysfonction mitochondriale, est
converti en H2O2 par les superoxydes dismutases (SOD). H2O2 est ensuite
décomposé en oxygène et en eau par la catalase ou peroxydase de glutathion
(GPXS) (Balaban et al., 2005; Sena and Chandel, 2012).

De nombreuses molécules de signalisation sont également impliquées dans la
régulation des ROS. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) joue par exemple un
rôle critique dans cette régulation. Cette sérine/thréonine kinase régule les ROS
en modulant la voie AMPK-mTor et la production de NADPH (Alexander et al.,
2010; Cosentino et al., 2011) et participe ainsi au maintien de la stabilité du
génome, fonction essentielle assurant l’intégrité des cellules quiescentes sur le
long terme (Figure 5). Les facteurs de transcription de la famille FoxO sont
également impliqués dans la régulation redox. Leur rôle sera détaillé par la suite.
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Figure 5 – Implication des ROS dans la quiescence des cellules souches et leur
auto-renouvellement (D’après (Ryoo et al., 2016))
Avec de faibles niveaux de ROS, maintenus par ATM et les facteurs FoxO, les cellules souches
restent quiescentes et leur activité d’auto-renouvellement est augmentée. De forts niveaux de
ROS induisent la prolifération, la sénescence et l’apoptose des cellules. La voie phosphatidyl
inositol-3 kinase (PI3K)-Akt est connue pour augmenter les ROS en régulant négativement les
facteurs FoxO.

Les senseurs métaboliques

La survie de cellules quiescentes dépend de mécanismes intrinsèques pour
maintenir une fonction métabolique pendant un stress persistant. Des
mécanismes de protection efficaces doivent donc être mis en place par les cellules
quiescentes, en voici quelques exemples.

De récentes études ont montré que des cellules souches quiescentes résident
dans des niches très peu oxygénées (Mounier et al., 2011; Simsek et al., 2010;
Parmar et al., 2007). En effet, il semble qu’un environnement hypoxique favorise
l’induction de la quiescence (Shima et al., 2010; Hermitte et al., 2006). Cette
capacité de survie est sous-tendue par l’expression de facteurs de transcription
tels que HIF1α (Hypoxia Inducible Factor 1α) (Greer et al., 2012).

Un lien étroit entre métabolisme et maintien de la quiescence semble exister.
Pour survivre les cellules doivent maintenir une balance énergétique stable. Ceci
suppose l’existence d’une molécule agissant comme une jauge (Figure 6). L’un des
régulateurs majoritaires de cette balance est l’AMPK (5’-AMP-activated protein
kinase). Il est intéressant de noter que cette kinase est régulée par LKB1 (Liver
Kinase B1) qui est également un régulateur de mTORC1 et de la voie FoxO. Cette
molécule fait donc un lien entre les mécanismes de détection de l’environnement
et le métabolisme en contrôlant l’homéostasie énergétique (Blagih et al., 2012;
Gurumurthy et al., 2010; Gan et al., 2010; Nakada et al., 2010). En plus de l’ATP,
la concentration cellulaire de GTP est également modifiée en fonction du statut
cellulaire. Une étude récente montre que la PI5P4Kβ, une phosphoinositide kinase,
détecte la concentration en GTP et la convertit en un signal cellulaire via un second
messager lipidique, le PI(5)P (Sumita et al., 2016).
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Figure 6 – Régulation de la balance énergétique au sein d’une cellule (D’après
(Sumita et al., 2016))
Le changement dans la concentration de molécules énergétiques est détecté par des senseurs
moléculaires spécifiques et converti en un signal cellulaire induisant des adaptations métaboliques.

L’induction de l’autophagie semble également être un mécanisme important
dans l’homéostasie et la survie des cellules soumises à des conditions de stress.
L’autophagie correspond à une voie de dégradation lysosomale impliquant le
recyclage d’organelles cytoplasmiques et d’autres composants endommagés afin
de préserver l’intégrité de la cellule (Klionsky and Emr, 2000). L’un des gènes
essentiels de l’autophagie dans le système hématopoïétique est Atg7. En effet,
l’ablation de ce gène induit une diminution du nombre de cellules souches et une
accumulation de mitochondries altérées et de ROS (Mortensen et al., 2011).

La préservation de l’intégrité du génome

Par ailleurs, les cellules quiescentes peuvent être soumises à des dommages de
l’ADN dus au turnover homéostatique normal. Leur survie dépend donc de
mécanismes de réparation (Lombard et al., 2005). Deux mécanismes majeurs
peuvent entrer en jeu, la recombinaison homologue et la jonction d’extrémités
non homologues (ou NHEJ pour Non-Homologous End-Joining) (Sancar et al.,
2004).
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La recombinaison homologue est un mécanisme de réparation des cassures
double brin hautement fidèle. En effet, une longue séquence homologue est
utilisée pour guider la réparation de la cassure en phase S et G2, phases où des
chromatides soeurs sont disponibles comme modèle (Shrivastav et al., 2008).

La réparation par NHEJ est par contre un mécanisme non conservatif. En
effet, ce mécanisme n’a pas besoin de séquence modèle puisqu’il ne restaure pas la
séquence de l’ADN mais seulement sa continuité. Ce mécanisme est généralement
utilisé en phase G1 (Shrivastav et al., 2008). Ceci implique donc que des cellules
quiescentes accumulent des mutations en utilisant préférentiellement ce
mécanisme de répartion des cassures double brin de l’ADN (Mohrin et al., 2010).
En 1975, John Cairns popose un modèle permettant aux cellules de protéger leur
ADN (Cairns, 1975). Appelée hypothèse de l’ADN immortel, ce mécanisme
stipule que, durant la mitose, les brins d’ADN ne soient pas répartis au hasard au
sein des cellules filles. En effet, l’une des cellules filles recevrait les brins matrices
et resterait cellule souche alors que l’autre, qui se différencierait, hériterait des
brins néosynthétisés. Ainsi, la cellule souche se protège des mutations résultant
d’erreur lors de la réplication de l’ADN. Néanmoins, les mécanismes par lesquels
la cellule engage une ségrégation asymétrique de ses chromosomes restent à
définir (Rando, 2007). De plus un tel type de ségrégation des chromosomes ne
semble pas avoir lieu dans tous les types cellulaires (Kiel et al., 2007).

Figure 7 – Le cycle de quiescence (D’après (Dhawan and Laxman, 2015))
La quiescence implique l’induction de différents programmes en dehors de l’arrêt mitotique. Pour
maintenir cet état, les cellules induisent des mécanismes de survie, adaptent leur métabolisme,
maintiennent leur identité et empêchent leur activation. Suite à des stimuli appropriés, les cellules
peuvent sortir de quiescence et reprendre leur cycle.

L’état quiescent n’est donc pas juste un état passif mais hautement régulé par
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différents mécanismes intrinsèques. Les cellules se trouvent dans un état
d’équilibre, préparées pour l’activation par des mécanismes spécifiques ne
nécessitant que peu d’énergie mais permettant des réponses rapides à tout signal
activateur (Figure 7).

La dérégulation du cycle cellulaire, exemple des
cellules transformées

La régulation de la capacité proliférative des cellules est donc un phénomène
hautement contrôlé impliquant la levée de l’inhibition du programme de
quiescence en réponse à des signaux extracellulaires particuliers. Il existe
cependant des cellules qui ont perdu la capacité de réguler leur progression dans
le cycle cellulaire : les cellules transformées.

La transformation peut avoir lieu suite à différents événements parmi lesquels
on peut citer l’apparition de mutations dans les gènes suppresseurs de tumeur ou
anti-oncogènes, c’est-à-dire des gènes dont la fonction normale est d’inhiber la
division cellulaire. La mutation des deux allèles de ces gènes est généralement
nécessaire pour induire la formation d’une tumeur. Cependant, dans certain cas,
la mutation d’un seul allèle produit un « dominant négatif », c’est-à-dire que la
protéine mutée empêche la fonction normale de la protéine produite par l’allèle
non muté (Baker et al., 1990). Véritable garde-fous, ils empêchent la dérive des
cellules vers la malignité. Les exemples les plus connus sont les gènes p53 et Rb.
Le suppresseur de tumeur p53 est essentiel pour la restriction de l’entrée en cycle
cellulaire et l’induction de la quiescence (Liu et al., 2009; Meletis et al., 2006).
Ayant une demi-vie courte, sa présence est réduite dans les cellules normales mais
des conditions de stress induisent la stabilisation de la protéine p53. Une fois
stable, p53 est activée par un jeu de phosphorylation/déphosphorylation et
d’acétylation et devient un puissant facteur de transcription activant l’expression
d’un vaste panel de gènes tels que p21 ou gadd45. Ce gardien du génome peut
bloquer transitoirement le cycle cellulaire en cas de mutation donnant ainsi le
temps aux mécanismes de réparation de se mettre en place. Lorsque cette
réparation est impossible, il permet un blocage permanent du cycle et conduit à
la mort des cellules (Levine, 1997). p53 semble donc être au centre d’un carrefour
décisionnel important.

Un autre régulateur important du cycle cellulaire, pRb, est le produit du gène
suppresseur de tumeur du rétinoblastome. La perte de fonction de pRb prive la
cellule d’un mécanisme important pour freiner la prolifération cellulaire par la
modulation de l’expression génique (Weinberg, 1995). pRb fait partie d’une
famille de protéines comprenant également p107 (Ewen et al., 1991; Zhu et al.,
1993) et p130 (Hannon et al., 1993; Li et al., 1993; Mayol et al., 1993) qui
partagent une similarité structurale et fonctionnelle. Tout comme pRb, p107 et
p130 sont capables d’inhiber la croissance de certains types cellulaires. De
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manière générale, ces protéines agissent en se liant à des facteurs de transcription
ou des protéines impliquées dans la régulation de la transcription comme les
membres de la famille de facteurs de transcription E2F nécessaires pour
l’expression de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire (White,
1997; Johnson and Schneider-Broussard, 1998; Mayol and Grana, 1998; Yee
et al., 1998). pRb exerce la plupart, voire la totalité de ses effets dans une fenêtre
de temps définie avant le point de restriction R. En effet, avant le point de
restriction, pRb est trouvée sous forme hypophosphorylée et est donc active.
Pour pouvoir passer le point de restriction, pRb doit être hyperphosphorylée par
des complexes cycline/CDK et cette configuration sera maintenue pendant le
reste du cycle cellulaire jusqu’à la fin de la phase M (Bartek et al., 1996; Mayol
and Graña, 1997; Mayol and Grana, 1998).

La transformation cellulaire peut également impliquer un oncogène. Les
oncogènes ont d’abord été identifiés comme étant des gènes de rétrovirus. Ces
séquences d’ADN ont été appelées v-onc. Des études plus approfondies ont révélé
que ces séquences v-onc correspondent à des gènes cellulaires que le virus a
modifiés et incorporés dans son génome (Vogt, 2012). Ces gènes cellulaires ont
alors été nommés c-onc ou encore proto-oncogène. Les propriétés de
transformation des oncogènes sont dérivées de mutations de type « gain de
fonction », modifiant une signalisation homéostatique hautement régulée en un
état oncogénique incontrôlé (Ohgaki and Kleihues, 2009).

Ces mutations peuvent entre autre s’expliquer par le fait que le NHEJ est le
mécanisme de réparation des cassures double brin de l’ADN utilisé
préférentiellement dans les cellules quiescentes.

Les fonctions essentielles pour la survie des cellules sont généralement
médiées par des gènes différents, faisant apparaître un mécanisme de redondance.
Dans le cas des cellules transformées, la mutation de l’un de ces gènes implique
que la cellule sera très sensible à la régulation des autres gènes. Le concept de la
létalité synthétique, proposant que l’inactivation simultanée de gènes ayant une
fonction redondante est létale, tire partie de cette caractéristique pour améliorer
les traitements anti-tumoraux. Cette approche a notamment été utilisée avec
succès dans des cas de cancers du sein (Ashworth, 2008). L’un des problèmes
dans ce cas est de pouvoir inhiber sélectivement des protéines qui peuvent
également être importantes pour l’homéostasie des cellules saines environnant les
cellules cancéreuses.

Un concept alternatif semble intéressant à étudier, celui basé sur des signaux
contradictoires (O’Connor et al., 2000). Cette approche vise des systèmes
biologiques dans lesquels une mortalité est observée lorsque deux voies
antagonistes sont, cette fois, activées simultanément. Prises indépendamment,
chacune de ces voies induit des programmes cellulaires opposés tout à fait bien
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interprétés par la cellule mais leur activation simultanée induit des modifications
incompatibles que la cellule résout en induisant son apoptose. Ces signaux
peuvent aussi bien être induits par des mutations génétiques que par des signaux
extracellulaires, tels que des facteurs de croissance ou des cytokines ou encore par
l’utilisation d’agents pharmacologiques. Dans le cas des cellules transformées, en
prolifération constante, la réinduction du programme de quiescence constituerait
un exemple de ce concept. En effet, les cellules seraient alors soumises à deux
signaux contradictoires simultanément, un signal de prolifération inhérent à leur
statut de cellules transformées et un signal d’entrée en quiescence induit
artificiellement, les conduisant à enclencher un programme de mort.





Chapitre 1

De la quiescence à la réponse
immune

1.1 Les caractéristiques des LT quiescents
La régulation de l’homéostasie des lymphocytes est critique pour le

développement et le fonctionnement du système immunitaire. Un certain nombre
de cellules doit être maintenu pour conserver une quantité suffisante de
lymphocytes afin de lutter contre les agents pathogènes étrangers, mais
également empêcher leur accumulation excessive qui pourrait augmenter le risque
de développer un syndrome auto-immun ou néoplasique.

1.1.1 Un ou des états quiescents pour les LT ?
Au sein du système immunitaire, le pool de cellules T naïves a longtemps été

considéré comme un prototype de cellules quiescentes, se retrouvant dans un état
non prolifératif par défaut attendant un signal d’activation. Mais du chapitre
précédent, il ressort que la quiescence est un état de non prolifération réversible
activement régulé par de nombreux mécanismes cellulaires.

Les LT naïfs sont considérés comme ayant une activité métabolique réduite et
étant capables de rester en interphase sur une longue période de temps tout en
conservant leur état naïf (Sprent and Tough, 1994; Tough and Sprent, 1994). Le
maintien de ces cellules nécessite un contact avec un complexe CMH/peptide du
soi et de l’IL7 (Sprent and Surh, 2011; Takada and Jameson, 2009a). En plus de
permettre la survie des cellules, ces signaux homéostatiques pourraient également
réguler la fonction des LT naïfs ; le contact des LT naïfs avec des cellules
dendritiques (DC) à l’état d’équilibre apparaissant essentiel pour maintenir la
capacité de ceux-ci à répondre efficacement lors de la reconnaissance d’un
antigène (Ag) étranger (Hochweller et al., 2010). Le concept selon lequel l’état
quiescent des LT naïfs est un état régulé plutôt qu’un état de latence est débattu
depuis de nombreuses années au cours desquelles un grand nombre de facteurs
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ont été décrits pour maintenir la quiescence des LT. Parmi ceux-ci on retrouve,
par exemple, les facteurs de transcription de la famille Fox (Forkhead box) FoxO
et FoxP1, qui ont été décrits pour jouer un rôle dans le contrôle de la survie et de
la quiescence des LT (Feng et al., 2011).

Afin de définir les caractéristiques des LT naïfs quiescents, de nombreuses
études se sont penchées sur la sortie de quiescence des LT en réponse à des
signaux extrinsèques homéostatiques, c’est-à-dire en absence de toute stimulation
par le biais d’un Ag étranger. Cette capacité des LT naïfs à proliférer, dans
certains contextes, en réponse à des facteurs homéostatiques (complexe
CMH/peptide du soi et IL7) permet au système immunitaire de combler une
niche vide et ainsi stopper tout autre prolifération homéostatique en limitant
l’accès à ces signaux (Sprent and Surh, 2011; Takada and Jameson, 2009a). Ce
mécanisme, à partir de LT naïfs, produit des LT appelés « cellules mémoires
virtuelles », ayant un phénotype similaire à celui des cellules mémoires sans
passer par un stade de différenciation en effecteur. Ces études ont mis en
évidence qu’une certaine hétérogénéité existe au sein du pool de LT naïfs
quiescents puisque tous n’ont pas la même capacité de réponse à ces signaux
homéostatiques (Sprent and Surh, 2011; Jameson, 2002). En effet, certains LT
naïfs resteront quiescents et ne subiront pas de prolifération homéostatique en
dépit du contexte. Cette différence pourrait, par exemple, s’expliquer par une
quantité différente des ligands CMH/peptide du soi à la périphérie, par
l’expression de molécules particulières comme CD5 ou par la définition d’un
potentiel de prolifération homéostatique au cours de la sélection des
thymocytes (Hamilton and Jameson, 2012; Kieper et al., 2004; Smith et al.,
2001).

L’hétérogénéité du pool de LT naïfs quiescents conduit à une capacité
différente de ces cellules à proliférer et se différencier en réponse à des signaux
homéostatiques. Certains LT naïfs, avec le plus grand potentiel prolifératif,
occupent une « zone grise » entre les cellules naïves et mémoires : ces cellules
sont constamment prêtes à « perdre » leur quiescence en fonction des
changements de signaux homéostatiques (Hamilton and Jameson, 2012).

Le pool de LT mémoires ne requiert pas les mêmes signaux que les LT naïfs
pour sa survie et sa maintenance. En effet, la survie des LT mémoires nécessite la
présence d’IL7 tout comme les LT naïfs mais également de l’IL15 pour assurer
leur auto-renouvellement. Ces cellules sont considérées comme étant maintenues
dans un état plus actif, donc moins quiescent. Des analyses indiquent que les
cellules mémoires ne sont pas dans une phase G0 comme les cellules naïves mais
dans une phase plus avancée proche de la phase G1. En effet, leur niveau d’ARN
est plus élevé, ce qui permet une réponse fonctionnelle rapide (Latner et al.,
2004; Veiga-Fernandes and Rocha, 2004; Allam et al., 2009). Cet état différent de
celui des cellules naïves est un processus actif nécessitant un contact avec des
cellules dendritiques impliquant CD27 et 4-1BB (CD137), membres de la
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superfamille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) (Allam et al., 2009).
In vitro, le blocage de ces interactions conduit à une réversion des cellules
mémoires vers une phase G0, donc à une perte de leurs caractéristiques
fonctionnelles. En effet, dans des souris déficientes pour CD27 infectées par
LCMV, les cellules mémoires s’expandent deux fois moins et le virus est moins
bien éliminé (Matter et al., 2005). L’engagement de CD27 implique l’activation
de la voie PI3K et l’induction de mTor, expliquant en partie l’augmentation de
l’activité métabolique des cellules mémoires (Kaech et al., 2002).

Cependant, des études montrent que bien que les capacités effectrices des
cellules mémoires soient rapidement mobilisables, le temps nécessaire pour
induire leur prolifération n’est pas différent de celui des cellules
naïves (Veiga-Fernandes et al., 2000; Stock et al., 2006; Whitmire et al., 2008).

De plus, il existe également une hétérogénéité dans le pool de cellules
mémoires conférant une capacité différente de survie dans un état quiescent. Ce
pool de LT peut être séparé en deux sous-populations possédant des
caractéristiques (Tableau 1.1) et des localisations différentes : les LT mémoires
centraux (LTcm) et les LT mémoires effecteurs (LTem). Les LTcm circulent au
sein des organes lymphoïdes secondaires alors que les LTem sont plutôt résidents
dans les tissus non lymphoïdes. Les deux populations sont détectées dans le sang
et la rate, bien que les LTem soient retrouvés dans la pulpe rouge de la rate et les
LTcm dans la pulpe blanche. Les LTem présentent une forte activité effectrice
alors que les LTcm ont une capacité de prolifération supérieure (Sallusto et al.,
2014; Masopust, 2001).

Type de
cellules

Phénotype murin Phénotype humain

LTcm
CCR7high, CD44high,
CD127high, CD62Lhigh,
KLRG1low

CCR7high, CD44high, CD45ROhigh,
CD45RAlow, CD127high, CD62Lhigh,
expression de niveaux élevé d’IL2 et
intermédiaire d’IFNγ et de TNF

LTem
CCR7low, CD44high,
CD127high, CD62Llow,
KLRG1high

CCR7low, CD44high, CD45ROhigh,
CD45RAlow, CD127high, CD62Llow,
expression de niveaux élevés d’IFNγ et
TNF et de faible niveau d’IL2

Table 1.1 – Marqueurs des sous-populations de LT mémoires (D’après (Rosenblum
et al., 2016))

La quiescence des LT naïfs et mémoires n’est pas identique mais s’appuie sur
des spécificités de réseaux moléculaires propres à chaque stade de différenciation.
A la fois pour les LT naïfs et les LT mémoires, l’état quiescent n’est pas un état
homogène mais il existe un degré de quiescence qui est activement maintenu dans
les cellules afin de préserver les caractéristiques de chaque sous-population.
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Dans la suite de ce manuscrit, les LT mémoires désigneront principalement les
LTcm puisque ceux-ci partagent de fortes similitudes avec les LT naïfs.

1.1.2 Les signaux de survie
La survie des LT est dépendante de deux facteurs principaux : une réactivité

faible mais signifiante à des complexes CMH/peptide du soi et une stimulation
via des cytokines (Figure 1.1).

Figure 1.1 – La survie, la prolifération homéostatique et l’activation des sous
populations de LT dépendent de différents signaux (D’après (Boyman et al., 2009))
Pour les LT CD4+ et CD8+ naïfs, l’activation Ag spécifique de ces cellules nécessite une forte
stimulation du TCR et des molécules co-stimulatrices telles que CD28. A l’inverse, la survie des
LT naïfs repose sur une stimulation faible du TCR et de l’IL7. La stimulation Ag spécifique
secondaire des LT CD4+ et CD8+ mémoires dépend d’un stimulus TCR fort sans engagement
de CD28. La survie des LT CD4+ et CD8+ mémoires est indépendante du TCR, mais nécessite
de l’IL7, tandis que l’IL15 pourrait également contribuer à la survie des LT CD8+ mémoires.
A l’inverse, la prolifération homéostatique des LT CD8+ mémoires dépend principalement de
l’IL15, tandis que celle des LT CD4+ mémoires nécessite deux signaux, de l’IL7 et de l’IL15.

A la périphérie, les LT naïfs ont besoin d’un signal impliquant des
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interactions directes faisant intervenir l’engagement du TCR par des complexes
CMH/peptide du soi comme le démontre les nombreuses expériences menées
dans des souris déficientes en CMH classe I et/ou classe II (Grusby et al., 1991;
Grusby et al., 1993; Zijlstra et al., 1990; Koller et al., 1990; Madsen et al., 1999).
Les complexes CMH/peptides du soi peuvent être exprimés à la surface de
cellules stromales (Classe I) ou de cellules présentatrices d’antigène (APC)
(Classe II) (Takada and Jameson, 2009b; Martin, 2006). Bien qu’indispensable
pour la survie des LT naïfs, ce signal n’est pas nécessaire pour la survie des LT
mémoires (Murali-Krishna, 1999; Wiehagen et al., 2010). La survie des LT naïfs
nécessite donc un signal d’activation sans prolifération impliquant un mécanisme
de régulation puisque la voie en aval du TCR, activée ici, est la même que celle
activée dans un contexte antigénique qui engendre une prolifération accrue.

Des signaux cytokiniques sont également nécessaires à la survie et peuvent
varier selon le stade de différenciation. La principale cytokine participant à la
survie des LT quiescents naïfs et mémoires est l’IL7 (Vivien, 2001; Schluns et al.,
2000; Carrio et al., 2007; Osborne et al., 2007). Celle-ci est produite par les
cellules stromales présentes dans la zone T des organes lymphoïdes secondaires
où les LT sont recrutés grâce à l’expression de CCR7. La capacité de circulation
des LT quiescents est donc indispensable pour leur survie. L’un des facteurs
importants de ce mécanisme est KLF2 (Krüppel Like Factor 2) qui régule
l’expression des gènes cd62l, ccr7 et s1p1, molécules clés de la migration des
LT (Bai et al., 2007). La signalisation en aval de l’IL7R induit notamment
l’expression de molécules anti-apoptotiques comme Bcl2 (B-cell lymphoma 2) qui
permet la survie des LT (Akashi et al., 1997; Maraskovsky et al., 1997; Pellegrini
et al., 2003; Grayson et al., 2001). Cependant, il apparaît que l’expression de ces
molécules ainsi que l’expression de l’IL7R soient plus fortes dans les LT mémoires
que dans les LT naïfs ce qui suggère une régulation spécifique de la survie de
chaque sous-population.

Une autre cytokine est impliquée dans la subsistance à long terme des LT
mémoires, l’IL15. Cette cytokine régule en fait principalement le lent
auto-renouvellement de ces cellules (Becker et al., 2002; Yajima et al., 2002).
Bien que partiellement redondant à celui de l’IL7, l’IL15 possède de ce fait un
rôle complémentaire en soutenant le maintien à très long terme du pool de LT
mémoires (Goldrath et al., 2002).

La définition claire de signaux spécifiques nécessaires à la survie des LT
quiescentes est rendue complexe par l’hétérogénéité des populations considérées.
Suivant le niveau de quiescence des LT, il semble que les signaux requis varient :
un signal d’activation du TCR sous optimal et de l’IL7 pour les LT naïfs mais de
l’IL7 uniquement pour les LT mémoires. Ceci pourrait s’expliquer par la nécessité
de maintenir des caractéristiques intrinsèques différentes. A la survie propre des
cellules, il faut également ajouter la nécessité de préserver une mémoire efficace à
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l’échelle de la vie d’un individu. Ceci requiert un auto-renouvellement régulier
des cellules mémoires, mécanisme là aussi différent suivant la sous-population.

1.1.3 Le métabolisme
L’état métabolique des cellules T peut avoir une influence profonde sur la

croissance et la survie cellulaire. Ainsi, les LT naïfs utilisent un métabolisme
oxydatif, qui évolue vers un métabolisme glycolytique lorsqu’ils sont stimulés par
un pathogène. Après la clairance de l’Ag, les cellules T doivent revenir à un
métabolisme oxydatif (Figure 1.2). Bien que l’activité métabolique des LT naïfs
et mémoires quiescents soit réduite, elle est suffisante pour maintenir des
fonctions essentielles, telles que la survie et la migration. Le maintien de ce
phénotype est dépendant de signaux extérieurs reçus par les récepteurs aux
cytokines, chimiokines et par le TCR. La régulation du métabolisme est ainsi
couplée à des signaux essentiels pour d’autres propriétés des LT.

Le métabolisme des cellules T quiescentes repose donc sur une consommation
à bas bruit de glucose et une oxydation d’acides gras, de pyruvate et de
glutamine via le cycle de Krebs au sein des mitochondries (Michalek and
Rathmell, 2010). Par exemple, le glucose est utilisé pour la synthèse
d’oligosaccharide, la production de lactate et l’oxydation du CO2 pour générer de
l’ATP.

Pour maintenir une activité catabolique suffisante et empêcher l’atrophie et
l’apoptose, les LT naïfs sont dépendants de signaux extrinsèques (Wofford et al.,
2008; Rathmell et al., 2000). Le signal TCR pourrait jouer un rôle important
dans la régulation de l’expression du transporteur de glucose Glut1. En absence
de signal TCR, son expression diminue réduisant la capacité des cellules à
emmagasiner du glucose (Jacobs et al., 2008; Wofford et al., 2008; Rathmell
et al., 2000). Cependant le mécanisme par lequel le TCR réglule Glut1 n’est pas
certain. Dans les adipocytes et les myotubes la voie MAPK augmente la
transcription de Glut1 (Barros et al., 1997). Or les signaux TCR activent cette
voie de signalisation. Une stimulation du TCR peut également induire
l’activation de l’AMPK et améliorer l’absorption du glucose et l’activité
oxydative des cellules (Tamás et al., 2006; Rutter et al., 2003; Barnes et al.,
2002).

Les cellules T mémoires dépendent, quant à elles, majoritairement de
l’oxydation des lipides. Ainsi ces cellules expriment des niveaux élevés de
CPT1α, un transporteur de lipides mitochondrial (van der Windt et al., 2012).
TRAF6 (tumor necrosis factor receptor activating factor 6) a été identifié comme
un acteur important dans la transition vers un métabolisme d’oxydation lipidique
et la génération de cellules mémoires bien que le mécanisme mis en jeu ne soit
pas identifié (Pearce et al., 2009). Cette même étude a aussi révélé que
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l’activation de l’AMPK par la metformine semble augmenter l’oxydation des
lipides et améliorer la génération des LT mémoires. mTor peut aussi améliorer la
génération de cellules mémoires en augmentant la glycolyse (Araki et al., 2009).
La capacité des cellules T mémoires à rapidement proliférer en réponse à une
restimulation suggère que ces cellules ont une capacité de passer rapidement de
programmes métaboliques oxydatifs à un état glycolytique pro-croissance.

Figure 1.2 – Modifications transitoires du métabolisme des LT au cours d’une
réponse immune (D’après (Michalek and Rathmell, 2010))
Les LT naïfs quiescents répondent à leurs besoins énergétiques faibles par le biais de
l’oxydation du glucose et de la glutamine dans les mitochondries pour obtenir une production
maximale d’ATP. Lors de l’activation, les LT naïfs s’activent et se différencient en effecteurs
hautement proliférants et fonctionnels. Cette transition nécessite une augmentation massive du
métabolisme glycolytique caractérisée par l’expression du transporteur de glucose Glut1 induite
par l’engagement du TCR et de CD28, le transport de Glut1 à la surface des cellules médié
par Akt et une augmentation de l’absorption du glucose. Après élimination du pathogène, les
LT effecteurs survivants se différencient en LT mémoires et reviennent à un état métabolique
oxydatif qui se caractérise par l’oxydation des lipides via TRAF6, AMPK et mTor.

L’accumulation de LT périphériques au cours de l’existence implique une
limitation de l’accès aux signaux de survie extrinsèques qui sont nécessaires pour
l’absorption de nutriments. Ce mécanisme empêche donc la déplétion des réserves
de nutriments de l’organisme. La compétition entre les LT pour les facteurs de
croissance peut définir quel LT survit et lequel est éliminé. L’existence de degrés
de quiescence différents pourrait alors affecter le répertoire des LT maintenu.
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1.2 La transition de la quiescence à la
prolifération

En réponse à une stimulation antigénique, la prolifération des LT naïfs n’est
pas immédiate. Un temps de latence au cours duquel la cellule ne cycle pas est
observé. Ce laps de temps permet aux LT de mettre en place l’ensemble des
mécanismes pro-prolifératifs nécessaires à leur expansion clonale. Au sein du pool
de LT périphériques, tous les LT n’ont pas la même réactivité suite à une
stimulation antigénique, laissant suggérer l’existence d’un seuil d’activation
différent suivant la sous-population étudiée.

1.2.1 Une question de cinétique
Un mécanisme particulier semble se mettre en place afin que les cellules

puissent sortir de leur état quiescent et entrer en prolifération. Il a pu être
observé que lorsque des LT naïfs CD4+ transgéniques (spécifiques d’un peptide
de l’hémagglutinine présenté par le CMH I-Ed) sont stimulés in vitro avec des
CMH II chargés et des anticorps (Ac) anti-CD28 (Iezzi et al., 1998) ou lorsque
des LT sont activés de manière polyclonale avec un mélange d’Ac anti-CD3 et
anti-CD28 (Viola and Lanzavecchia, 1996), un temps de latence est nécessaire
pour induire le premier cycle de division et une faible prolifération est visible à
72h. Cette durée peut être diminuée si des APC sont utilisées, en particulier des
DC matures ou des fibroblastes exprimant de forts niveaux de molécules
d’adhérence telles que ICAM-1 ou LFA-1 (Ding et al., 1993; Lanzavecchia et al.,
1999; Lee et al., 2002). Une fois l’engagement du programme prolifératif établi,
les LT sont capables de proliférer sans autre signal stimulant et se divisent
environ toutes les 4 à 6h (Delon and Germain, 2000). La capacité des cellules
naïves à entrer dans le premier cycle de division est généralement décrite comme
étant dépendante de la « force » et de la durée du signal induit par le TCR et
l’ensemble des co-récepteurs. Ce temps de latence permettrait donc aux LT
d’intégrer l’ensemble des signaux nécessaires à leur activation.

Dans ces études in vitro les cellules sont constamment en contact avec la source
de stimulation. Dans des conditions physiologiques, il n’est pas clairement établi
que les LT soient soumis à une stimulation ininterrompue sur une si longue période.
Les LT sont donc capables d’intégrer et d’additionner plusieurs signaux provenant
de sources différentes.

En utilisant des techniques de microscopie, différents comportements
décrivant l’interaction LT/DC dans un ganglion ont pu être mis en évidence. Par
exemple, une fois que le LT reconnait une DC chargée avec un peptide d’intérêt,
la cellule T peut se lier à la surface de la DC pour une longue période allant
jusqu’à 15h (Stoll, 2002). D’autres études montrent que des intéractions courtes
mais répétées peuvent activer et induire la prolifération des LT (Underhill et al.,
1999; Gunzer et al., 2000). Les interactions LT/DC ne durent alors qu’une
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dizaine de minutes et la durée cumulative de ces interactions au cours des 24
premières heures est de moins de 2h. Aucune synapse immunologique stable ne se
forme mais les LT sont capables de proliférer (Gunzer et al., 2000). Une autre
étude montre que la stimulation des LT se produit en trois phases
distinctes (Mempel et al., 2004). Ainsi, lors de la première phase (durant 8h), les
LT contactent de manière courte et répétitive les DC. Durant les 12h suivantes,
les LT ralentissent leur mouvement et forment des contacts longs avec les DC.
Enfin, lors de la troisième phase, les LT retrouvent leur mobilité et commencent
à proliférer. Ces résultats amènent à penser que les LT sont capables de
« mémoriser » plusieurs signaux de stimulation. En 2005, une étude montre
qu’une stimulation sous optimale de LT primaires naïfs (5-7h de stimulation)
permet d’observer trois sous-populations. La première se compose de cellules
capables de se diviser sans avoir recours à d’autres signaux stimulants. Les deux
autres, appelées cellules G1 et G0 ne se divisent pas. Après une période de repos
pouvant aller jusqu’à 2 jours, les cellules G1, mais pas les cellules G0, se divisent
rapidement si elles recoivent un autre signal sous optimal de stimulation (Munitic
et al., 2005). La capacité des LT à enregistrer plusieurs signaux pourrait être un
moyen d’intégrer des signaux provenant de différentes sous-populations de DC.

La présence de cellules ne se divisant pas après un premier stimulus sous
optimal mais capables d’être rapidement mobilisées après un second signal
rappelle la description du point de restriction faite par Pardee (cf. Avant-propos).
Jusqu’alors non décrit dans les LT, une étude réalisée en 2003 démontre son
existence (Lea et al., 2003). Ce point de transition à partir duquel la cellule va
entrer en cycle est atteint 3 à 5h après la stimulation par des Ac anti-CD3 et
anti-CD28 dans des LT humains CD4+ et CD8+. Le passage de ce point nécessite
la formation d’un complexe CDK6/4-Cycline D. En effet, les gènes essentiels
pour la progression dans la phase G1 et l’entrée en mitose sont transcrits lors de
la transition G0-G1. Ce mécanisme requiert plusieurs complexes contenant une
kinase dont l’activité dépend de la présence et de l’association à une cycline
particulière. Les cyclines de type D associées aux CDK4 et CDK6 initient donc la
phosphorylation de pRb, première étape de la progression en phase G1. Ces
complexes peuvent également, plus tardivement en G1, séquestrer les inhibiteurs
p21cip et p27kip1 permettant de lever l’inhibition de l’activité du complexe
CyclineE/CDK2 qui phosphoryle alors pRb sur des sites additionnels. Ceci
entraîne donc la libération des facteurs de la famille E2F et la transcription des
gènes indispensables à l’entrée en phase S (Figure 1.3). Il est intéressant de noter
une différence dans la mise en place de ce réseau moléculaire entre les LT naïfs et
mémoires. En effet, une quantité importante de complexes cycline D/CDK6 est
pré-synthétisée et déjà assemblée dans les LT mémoires, contrairement aux LT
naïfs. Cependant, étant séquestrés dans le cytoplasme, ils ne peuvent induire la
progression dans le cycle. De plus, l’expression de l’inhibiteur de cycle p27kip1 est
beaucoup plus faible dans les LT mémoires comparés aux LT naïfs et est
préférentiellement associé aux complexes cycline D/CDK (Grayson et al., 2001;
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Veiga-Fernandes and Rocha, 2004). Ceci pourrait en partie contribuer à la
différence de réactivité entre des LT naïfs et mémoires de même spécificité suite à
une stimulation antigénique.

Figure 1.3 – Rôle central de pRb dans la progression du cycle cellulaire (D’après
(Coller, 2007))
L’entrée en phase S est caractérisée par la phosphorylation de pRb par les complexes Cycline
D/CDK4, Cycline D/CDK6 et Cycline E/CDK2. La phosphorylation de pRb entraine la
libération du facteur de transcription E2F, qui active ensuite les gènes nécessaires pour la
progression du cycle cellulaire.

Il est également intéressant de noter que, même en prenant en compte ce temps
de latence, la durée du premier cycle de division reste plus importante que la durée
des cycles suivants. Une étude publiée récemment apporte une réponse intéressante
(Mishima et al., 2014). Dans cette étude basée sur des LT CD4+ stimulés avec de la
PMA et ionomycine, les auteurs montrent que les phases « Gap », phases décrites
comme étant nécessaires à la croissance de la cellule et à la préparation de la
phase S (phase G1) ou de la phase M (phase G2), sont quasiment absentes lors du
deuxième cycle. Ceci permet ainsi à la cellule de se diviser de manière très rapide.
Les LT CD4+ doivent donc posséder un mécanisme de régulation unique pour
compenser le raccourcissement de ces phases G1 et G2 et maximiser leur vitesse
de prolifération.

En 2014, une équipe propose quant à elle un modèle de « cycle cellulaire
élastique » (Dowling et al., 2014). Cette étude est basée sur l’utilisation de LT
issus d’une souris transgénique exprimant un reporteur fluorescent rouge durant
la phase G1 et un reporteur vert à partir de la phase S jusqu’à la fin du cycle. Ils
proposent un modèle de cycle cellulaire au cours duquel la durée de chaque phase
individuelle varie en proportion directe par rapport à la durée totale de la
division. Ce modèle suppose la présence d’un facteur partagé et transmis aux
cellules filles qui affecte la progression à travers toutes les phases du cycle
cellulaire. Différents candidats peuvent être envisagés. En effet, les changements
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de durée des phases du cycle cellulaire peuvent être dus à des niveaux différents
de protéines régulatrices telles que les cyclines ou les CDK ou à des modifications
épigénétiques contrôlant le niveau de synthèse d’ARNm.

Le degré de quiescence des LT, inhérent à leurs propriétés intrinsèques, pourrait
donc influencer le temps nécessaire pour passer le point de restriction et entrer dans
le cycle cellulaire.

1.2.2 Une question de seuil d’activation
A la périphérie, l’activation des LT nécessite des signaux simultanés

d’activation. Le premier signal dérive de l’interaction entre le TCR et le
complexe peptide/CMH qui définit la spécificité du LT activé. Ce signal est alors
transduit par un complexe moléculaire multiprotéique et peut être modulé via
l’interaction de molécules agissant directement sur cette voie de signalisation et
de cofacteurs. La régulation du seuil d’activation des LT fait intervenir un jeu de
balance entre molécules inhibitrices et molécules activatrices. En intégrant
l’ensemble de ces signaux, la cellule peut donc produire une large palette de
réponses et finement adapter son comportement.

Des modifications intracellulaires intervenant directement au niveau des
molécules composant la voie de signalisation en aval du TCR ainsi que la
présence de molécules inhibitrices permettent de maintenir un état inactif des
LT. Nous en citerons quelques exemples.

L’une des premières molécules dans la signalisation en aval du TCR est Lck.
La régulation de l’activité de cette protéine tyrosine kinase cytoplasmique est
donc cruciale pour déterminer le type de réponse à adopter. Lck permet au LT de
moduler sa réponse en fonction de la force de l’interaction entre le TCR et le
complexe peptide/CMH. En effet, si cette interaction est de faible affinité, Lck
phosphoryle rapidement SHP1 (SH2 domain-containing protein-tyrosine
phosphatase) et SHP1 déphosphoryle en retour Lck induisant un arrêt de la
signalisation en aval du TCR (Štefanová et al., 2003). Au contraire, si
l’interaction est de forte affinité, une activation rapide de Erk permet la
phosphorylation de Lck empêchant la liaison de SHP1. Le signal TCR est donc
soutenu et active encore plus fortement Erk. Lck existe sous différentes
conformations déterminant son activité. Ainsi, les protéines Csk (C-ter Src
Kinase) peuvent phosphoryler Lck sur une tyrosine inhibitrice et la maintenir
dans une conformation inactive (Vang et al., 2004). Cette action est
contre-balancée par CD45, qui peut déphosphoryler ce même site et ainsi
permettre l’autophosphorylation de Lck et donc son activation. CD45 peut
également avoir un rôle inhibiteur de Lck en déphosphorylant un site actif de la
molécule (Figure 1.4). La balance entre ces deux rôles antagonistes de CD45
semble être contrôlée par la proximité des molécules effectrices stimulées par le
TCR et par la conformation de CD45.
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Figure 1.4 – Représentation schématique de la régulation du signal TCR par Lck
(D’après (Rhee and Veillette, 2012))
Dans les LT, l’activité de Lck est régulée par CD45 et les protéines Csk par un jeu de
phosphorylation/déphosphorylation. L’activation de Lck permet de phosphoryler les chaines CD3
sur leurs motifs ITAM ainsi que Zap-70. Ainsi activée, Zap-70 peut à son tour phosphoryler les
effecteurs en aval et ainsi activer par exemple les voies MAPK et du calcium.

Les molécules c-Cbl et Cbl-b facilitent également l’ubiquitinylation des
protéines et donc leur dégradation. Ces régulateurs antagonisent donc le signal
TCR (Bachmaier et al., 2000; Naramura et al., 2002; Murphy et al., 1998;
Balagopalan et al., 2007). Ce signal négatif est contrebalancé par la signalisation
via CD28 (Zhang et al., 2002).

Les protéines adaptatrices de la famille Dok (Downstream of tyrosine kinase)
sont également impliquées dans le maintien de l’homéostasie des LT en
établissant une boucle de rétrocontrôle négative de la signalisation du TCR. Les
différents membres de cette famille sont régulés via des mécanismes différents. La
phosphorylation de Dok-1 et Dok-2 est dépendante de la production de
phospho-inositide, produit suite à l’activation du TCR alors que la
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phosphorylation de Dok-4 induit sa relocalisation dans un compartiment
spécifique du cytoplasme (Gerard et al., 2009; Guittard et al., 2009; Guittard
et al., 2010).

L’engagement de facteurs de co-stimulation est alors nécessaire pour lever la
régulation négative afin de permettre l’activation des cellules.

Il existe deux grandes familles de facteurs de co-stimulation. La superfamille
des immunoglobulines regroupe un ensemble de molécules s’associant directement à
des kinases. Le membre le plus connu de cette famille est le récepteur membranaire
CD28 dont les ligands, exprimés sur les APC, sont CD80 (ou B7.1) et CD86 (ou
B7.2). L’engagement de ce récepteur est nécessaire pour induire la prolifération
et la différenciation des cellules naïves. En effet, la réponse à une large variété de
challenges immuns chez des souris déficientes pour CD28 est réduite (Shahinian
et al., 1993; King et al., 1996; Mittrucker et al., 2001; Compton and Farrell, 2002).
Etonnament, la signalisation en aval du TCR peut être amplifiée en partie par
l’engagement à la membrane plasmique d’une forme mutée de CD28 ne possédant
qu’un domaine extra-membranaire (Morin et al., 2015). La signalisation via CD28
peut agir directement sur le cycle cellulaire en induisant une augmentation de
l’expression des cyclines D, l’activation de CDK4 et CDK6 et la phosphorylation
de pRb ainsi qu’en dégradant l’inhibiteur p27kip1 par l’activation de la voie de
la PI3K (Boonen et al., 1999; Kovalev et al., 2001; Appleman et al., 2002). De
plus, la signalisation de CD28 en augmentant l’expression de c-REL, un membre
de la famille NF-κB, contribue à la modification de la structure de la chromatine
et à la déméthylation de l’ADN notamment au niveau du locus du gène codant
l’IL2, nécessaire pour l’engagement de la croissance des cellules, l’entrée du cycle
cellulaire et la différenciation (Kane et al., 2002; Grogan et al., 2001; Rao et al.,
2003; Bruniquel and Schwartz, 2003).

La seconde grande famille de facteurs de co-stimulation est celle des
récepteurs TNF. Parmi ceux-ci on peut noter, par exemple, CD27, OX-40 ou
encore 4-1BB. Ces récepteurs ne s’associant pas directement avec des protéines
kinases, la transduction du signal se fait par l’intermédiaire de protéines
adaptatrices TRAF et permet l’activation des voies PI3K, NF-κB, JNK et
MAPK. Ceci entraîne donc une augmentation de la survie, la production de
cytokines et la prolifération cellulaire (Watts, 2005).

Suite à leur activation, les LT expriment des co-répresseurs tels que CTLA-4
(Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4) et PD-1 (Programmed Death-1) qui
permettent d’augmenter le seuil d’activation des LT. CTLA-4 est
structurellement très proche de CD28, protéine de co-stimulation emblématique,
et interagit avec les mêmes ligands mais avec une affinité différente (Balzano
et al., 1992; van der Merwe et al., 1997). Ces deux molécules sont retrouvées sur
les LT et sont notamment importantes pour le contrôle du développement des
maladies auto-immunes (Waterhouse et al., 1995; Hizawa et al., 2001).
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Un réseau moléculaire interactif complexe se met donc en place afin de
contrôler la réponse immune. Les LT naïfs et mémoires pourraient donc produire
des réponses d’efficacité différente en s’appuyant sur des spécificités sous-jacentes
de ces réseaux moléculaires propres à chaque stade de différenciation.

La différence observée dans l’efficacité de la signalisation entre un LT naïf et
un LT mémoire peut provenir de différents niveaux. On peut citer, par exemple,
la protéine Lck. Des études utilisant des souris, dans lesquelles l’expression de Lck
est inductible, montrent que cette molécule n’est pas nécessaire pour l’induction
d’une réponse CD8 mémoire contrairement à une réponse primaire. Ainsi, lors de
l’activation du TCR avec un super Ag bactérien, la voie de signalisation induite par
la phospholipase C-β pourrait compenser l’absence de Lck (Tewari et al., 2006).
Au contraire, l’activité kinase de Zap-70 semble nécessaire à l’activation des LT
mémoires (Au-Yeung et al., 2010). Ceci suggère donc que Zap-70 est activée par
une autre kinase que Lck dans les LT mémoires.

1.3 La prolifération lymphocytaire T

1.3.1 Phase d’activation et d’expansion
Les LT naïfs sont principalement retrouvés dans les organes lymphoïdes

secondaires (ganglions lymphatiques, rate et tissus lymphoïdes associés aux
muqueuses). A l’équilibre, ils sillonnent continuellement ces zones via les
vaisseaux sanguins et lymphatiques (Braun et al., 2011). La rencontre entre un
LT quiescent et une cellule présentant son Ag spécifique, comme les cellules
dendritiques par exemple, aboutit à la formation d’une synapse immunologique.
Cette structure regroupe les signaux activateurs nécessaires pour la mise en place
d’une réponse efficace (Vardhana et al., 2010). En effet, trois signaux majeurs
sont requis : l’Ag (signal 1) dont la reconnaissance par le TCR apporte la
spécificité de la réponse, les molécules de co-stimulation (signal 2) qui permettent
de moduler la réponse et les cytokines inflammatoires (signal 3). L’ensemble de
ces signaux aboutissent au déclenchement d’un ensemble de voies de signalisation
et en 24 heures en moyenne le LT s’engage dans un processus de prolifération et
de différenciation en LT effecteurs (Henrickson et al., 2008a; Henrickson et al.,
2008b). C’est l’expansion clonale. Au cours de cette phase, les LT acquièrent de
nouvelles capacités effectrices. Par exemple, les LT CD8+ en se différenciant vont
être capables de produire des cytokines leur permettant, une fois sur le site de
l’infection, d’amplifier la réponse et de contrôler l’infection comme l’IFNγ et le
TNFα. Ils expriment également des ligands de récepteurs à domaine de mort
(FasL) et produisent des molécules cytotoxiques de type granzyme et perforine
afin d’éliminer les cellules infectées (Anikeeva and Sykulev, 2011).

Lors de cette étape d’expansion clonale, les LT naïfs subissent des
modifications importantes de leurs propriétés. L’activation et la prolifération des
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LT impliquent un arrêt temporaire de la migration des LT et leur rétention dans
les ganglions, favorisant une stimulation optimale des cellules T. L’acquisition de
nouvelles propriétés effectrices induit une modification des signaux de survie
nécessaires. Le volume des LT augmente et on observe un changement d’activité
métabolique nécessaire à la prolifération rapide et massive (Pearce, 2010).

Conséquences sur le potentiel migratoire des LT naïfs

Très rapidement après une stimulation efficace, on observe une modification
transitoire des propriétés migratoires des LT dépendant de l’activation de la voie
PI3K-mTor. En effet, des LT quiescents expriment très fortement à leur surface
la molécule d’adhérence L-sélectine ou CD62L, clé essentielle leur permettant
d’entrer dans un ganglion lymphatique. L’activation du LT va induire à la fois un
clivage de la partie extracellulaire de CD62L mais aussi un arrêt de la
transcription de son gène. Une autre molécule importante pour la circulation des
LT dans les organes lymphoïdes secondaires voit son expression diminuer, CCR7
le récepteur aux chimiokines CCL19 et CCL21 produites par les cellules
stromales des zones T, de même que l’expression du récepteur S1P1, qui assure la
sortie des LT des ganglions lymphatiques, suite à une diminution de l’expression
du facteur de transcription KLF2 (Sinclair et al., 2008). A l’inverse d’autres
marqueurs vont être acquis par les LT activés. Ainsi, la production d’interféron
de type I (IFN) entraîne l’augmentation de l’expression de CD69, un marqueur
d’activation contrôlant négativement l’expression de S1P1 (Shiow et al., 2006).
L’ensemble de ces modifications favorisent ainsi un contact prolongé entre le LT
et la DC mais aussi une rétention dans l’organe lymphoïde secondaire,
environnement favorable à la prolifération et à la différenciation en LT effecteurs.

Conséquences sur la survie

La capacité des cellules activées à recevoir les signaux de survie est également
modifiée. En effet, l’expression de l’IL7R est diminuée comparée à celle des
cellules naïves, ce qui se traduit par une réduction de l’expression de la molécule
anti-apoptotique Bcl2 (Grayson et al., 2001; Kaech et al., 2003). Les cellules
activées sont donc plus sensibles à l’apoptose. De nouveaux récepteurs aux
cytokines sont alors exprimés comme l’IL2R (Kaech et al., 2003). L’IL2 devient
donc la cytokine majeure de cette phase d’expansion clonale, notamment pour la
différenciation en cellules effectrices et mémoires (Malek and Castro, 2010). En
effet, la signalisation en aval de l’IL2R fait intervenir la voie de la PI3K, ce signal
étant nécessaire pour la différenciation en LT effecteurs. Ainsi dans un modèle
murin invalidé pour la chaine α du récepteur à l’IL2, il existe un défaut dans la
génération des LT cytotoxiques (Cornish, 2006; Pipkin et al., 2010).
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Conséquences sur le métabolisme

Afin de permettre une prolifération massive, les voies métaboliques doivent
également s’adapter et passer d’un régime catabolique vers un régime anabolique.
Ainsi, l’activation de la voie PI3K/Akt et mTor permet d’augmenter la synthèse
protéique et participe à l’inactivation de facteurs de quiescence comme les
facteurs FoxO (Jacobs et al., 2008).

Différenciation et migration vers le site inflammatoire

La signalisation via le TCR déclenche la prolifération et la différenciation des
LT CD4+ naïfs en LT CD4+ effecteurs spécialisés. Ce processus est guidé par les
cytokines produites par les cellules de l’immunité innée en réponse à un PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattern). Les facteurs Stat spécifiques pour
chaque sous-population vont alors pouvoir induire l’expression de « master
régulateurs » (Tableau 1.2).

Cytokines
présentes dans
le milieu

Différenciation
des LT CD4+

naïfs en

Facteurs Stat
impliqués

Master régulateur

IL12 ou IFN de
type I

LT CD4+ TH1
produisant de
l’IFNγ

Stat4, Stat1 Tbet

IL4 LT CD4+ TH2
produisant de
l’IL5 et de l’IL13

Stat6, Stat5 Gata3

IL6 et TGFβ LT CD4+ TH17
produisant de
l’IL17

Stat3 RORγt

IL2 et TGFβ LT CD4+

régulateur
Stat5 FoxP3

Table 1.2 – Signaux cytokiniques induisant la différenciation spécifique des LT
CD4+ naïfs (D’après (Tubo and Jenkins, 2014; Christie and Zhu, 2014))

L’activation d’un LT CD8+ naïf va conduire à une expansion clonale massive
au sein des ganglions lymphatiques, générant un grand nombre de cellules aux
capacités effectrices. Ces LT CD8+ effecteurs sont capables de lyser les cellules
infectées par exocytose de granules contenant de la perforine et des
granzimes (Williams and Bevan, 2007). L’IL12 produite par les DC induit la
cytotoxicité des LT CD8+ effecteurs et permet la production d’IFNγ et de
TNF (Williams and Bevan, 2007). Etant donné que les LT effecteurs ne peuvent
exercer leur fonction que localement, les LT CD8+ effecteurs doivent alors migrer
vers le site de l’infection.
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L’expression de S1P1 semble être nécessaire au processus de sortie des
ganglions lymphatiques. Durant une réponse immune, les niveaux d’expression de
CCR7 et S1P1 sont diminués à la surface des LT activés. Après environ quatre
divisions, Les LT réexpriment préférentiellement S1P1 (Pham et al., 2008). Cette
modification d’expression de récepteur entraine la sortie des LT effecteurs
différenciés des ganglions lymphatiques vers la périphérie. Ils sont alors guidés
par des chimiokines vers les sites d’infection ou d’inflammation afin de jouer leur
rôle d’effecteurs. Cette migration est rendue possible par l’induction de
l’expression de récepteurs aux chimiokines à la surface des LT CD8+ activés tels
que CXCR3 ou CCR5 (Ferguson and Engelhard, 2010; Nolz et al., 2011). Les LT
CD4+ expriment eux aussi des récepteurs aux chimiokines qui varient en fonction
du sous type cellulaire (Bromley et al., 2008). En plus de l’expression d’une
combinaison de récepteurs aux chimiokines inflammatoires, les LT CD8+ activés
expriment des molécules d’adhérence spécifiques du tissu inflammé. Ce signal
d’adressage leur permet donc de migrer vers des organes particuliers (Agace,
2006).

Il est intéressant de noter que l’acquisition des marqueurs de différenciation des
LT et leur capacité à sécréter des cytokines corrèlent avec le nombre de divisions
effectuées pendant la stimulation primaire (Gett and Hodgkin, 1998; Bird et al.,
1998). Les LT qui se divisent le plus sont plus susceptibles de produire des cytokines
effectrices telles que l’IFNγ lors d’une restimulation. A l’inverse, les LT qui ne se
divisent pas ou peu ne produiront pas de cytokines et deviendront anergiques
(Schwartz, 2003) résultant non seulement en une absence de différenciation mais
également en une induction de tolérance.

Différents modèles ont été proposés pour expliquer le couplage entre le cycle
cellulaire et la différenciation. Un premier modèle propose que les phase S et M
soient des « fenêtres d’opportunité » pour des modifications épigénétiques des gènes
exprimés par les LT effecteurs. Un second modèle suggère que les molécules de
signalisation et les facteurs de transcription spécifiques de chaque sous-population
soient répartis de manière assymétrique lors de la division des deux cellules filles. Le
troisième modèle postule, quant à lui, que les facteurs impliqués dans l’expression
des gènes effecteurs et mémoires sont directement contrôlés par les CDK (Wells
and Morawski, 2014).

1.3.2 Phase de contraction
Une fois le pic de l’expansion clonale atteint, la phase de contraction est

engagée. Cette phase se caractérise par la mort par apoptose de 90 à 95% des LT
activés permettant un retour à l’équilibre homéostatique (Pellegrini et al., 2003).
Néanmoins le déclenchement de cette phase reste mal compris.

Pendant longtemps, la corrélation entre l’élimination du pathogène et le
déclenchement de la phase de contraction a laissé penser que l’organisme
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disposait d’un moyen pour détecter la fin du danger. Cependant, des expériences
menées sur des souris infectées par Listeria monocytogenes et traitées par un
antibiotique indiquent que la cinétique de la contraction de la réponse n’est pas
modifiée (Badovinac et al., 2004). Par contre, il semble que le déclenchement de
la contraction soit dépendant de signaux détectés précocément au cours de
l’activation comme l’inflammation et la nature du signal TCR.

L’inflammation pourrait avoir un rôle actif dans la régulation de cette phase
notamment via l’IFNγ. En effet, dans un modèle de souris déficientes pour l’IFNγ,
la mort cellulaire est diminuée au cours de la phase de contraction. De plus, une
faible production d’IFNγ en début de réponse n’engendre qu’une très modeste
phase de contraction (Badovinac, 2000; Badovinac et al., 2004).

Il a été proposé que la déprivation en facteurs de survie des LT CD8+ puisse
induire la mort cellulaire au cours de cette phase. Ainsi, le grand nombre de cellules
produites au pic de la réponse limiterait l’accès aux cytokines de survie (Fischer
et al., 2008; Strasser and Pellegrini, 2004; Vella et al., 1998; Yajima et al., 2006).
En effet, l’injection d’IL2 ou d’IL15 au cours de la phase de contraction augmente
la survie des LT CD8+ (Blattman et al., 2003; Yajima et al., 2006). Cependant
cette hypothèse n’est pas totalement admise. Une étude ultérieure conteste ces
résultats en suggérant que la compétition pour l’accès aux cytokines n’a pas de
lien direct avec la mort cellulaire (Prlic and Bevan, 2008).

Le mécanisme moléculaire mis en jeu suite à une déprivation en signaux de
survie fait intervenir une activation de la voie mitochondriale de l’apoptose via
l’induction de la molécule pro-apoptotique Bim. Or l’invalidation de Bim
entraîne une accumulation de LT à la fin d’une réponse anti-virale ou
anti-bactérienne (Hildeman et al., 2002; Pellegrini et al., 2003). Cependant,
l’expression de Bim ne varie pas. Néanmoins l’expression de Bcl2, molécule
anti-apoptotique diminue au cours de l’activation. Ceci pourrait donc entraîner
une modification de la balance mort/survie des LT basculant vers l’apoptose
induite par Bim (Grayson et al., 2001; Hildeman et al., 2002).

1.3.3 Différenciation en LT mémoires
Bien que la majorité des LT activés disparaissent en fin de réponse, 5 à 10%

d’entre eux survivent et forment la population de cellules mémoires.

Deux modèles principaux décrivent la différenciation en LT mémoires : un
modèle linéaire et un modèle ramifié. Le premier indique une différenciation
progressive des LT naïfs en LT effecteurs puis en LT mémoires. La différenciation
ramifiée implique quant à elle que les LT naïfs donnent directement naissance
aux LT effecteurs et aux LT mémoires. En effet, une première division
assymétrique engendrerait une répartition inégale des composants intracellulaires
dans les cellules filles : la cellule dérivant du côté où s’est formée la synapse
immunologique présenterait des caractéristiques de LT effecteurs. La seconde
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cellule fille se différencierait en un LT mémoire (Chang et al., 2007).

L’intégration des différents signaux d’activation induit une grande diversité au
sein des LT effecteurs se répercutant sur la génération des LT mémoires. Deux
grandes populations sont décrites : les SLECs (Short-Lived Effector Cells) et les
MPECs (Memory Precursor Effector Cells). Les SLECs sont à l’origine des LT
effecteurs à courte durée de vie alors que les MPECs produisent les LT mémoires.
Une certaine balance entre ces deux populations se met en place, influencée par
de nombreux signaux. Par exemple, une forte stimulation du TCR et une forte
inflammation induisent la génération de SLECs (Badovinac et al., 2004; Sarkar
et al., 2007; Cui et al., 2009).

De plus, la population de cellules mémoires est elle aussi hétérogène. En effet,
on peut décrire plusieurs sous-populations parmi les LT mémoires : les LTcm et
les LTem. Ainsi, lors d’une réponse secondaire, les LTem présentent une activité
effectrice immédiate au site de l’infection. Les LTcm, quant à eux, sont à l’origine
d’une forte et rapide expansion clonale générant à la fois des LT effecteurs et
mémoires (Sallusto et al., 2014; Masopust, 2001).

En plus de signaux extracellulaires, un ensemble de voies moléculaires
intracellulaires influencent la balance effecteurs/mémoires. T-bet et Eomes, deux
membres de la famille des facteurs de transcription à « boîte T », ont été décrits
pour agir en coopération sur l’induction des fonctions effectrices des LT et leur
différenciation en LT mémoires. Ainsi, T-bet favorise la génération des SLECs et
LTem alors qu’Eomes permet la génération des LTcm (Cui and Kaech, 2010).

Cette balance entre T-bet et Eomes semble être contrôlée par la voie mTor,
qui inhibe le facteur FoxO1 dans les LT CD8+, favorisant la différenciation en LT
effecteurs (Rao et al., 2010). En effet, un traitement des LT avec de la
rapamycine, un inhibiteur de mTor, favorise la formation de LT mémoires.
Cependant, ce processus semble plus complexe. La génération de LT mémoires
peut être favorisée lorsque l’activité de mTor est inhibée par une faible dose de
rapamycine dans les huit premiers jours d’une réponse immune ou par une forte
dose à partir du pic de l’expansion clonale (Araki et al., 2009). In vitro, des
cellules stimulées par un Ag dans un milieu riche en IL15, ou avec une faible dose
d’IL2, se différencient en LTcm. L’inverse est observé pour une forte dose
d’IL2 (Manjunath et al., 2001). Ceci reflète la différence d’intensité d’activation
de la voie PI3K en aval des récepteurs à l’IL15 et à l’IL2 : l’IL2 induit une plus
forte activation de la voie PI3K et de mTor, favorisant la différenciation en
effecteurs contrairement à l’IL15 qui serait propice à la différenciation en
mémoires (Cornish, 2006; Sinclair et al., 2008). Or mTor est également impliquée
dans la régulation du métabolisme des cellules. Ainsi, une inhibition de mTor et
l’activation conjointe de l’AMPK favorisent la transition d’un régime anabolique
à un régime catabolique. Le maintien de ce régime dans un pool de cellules
pourrait aider à les induire en LT mémoires.





Chapitre 2

Les molécules de signalisation
importantes dans le cadre de
notre étude

2.1 Les facteurs de transcription FoxO
Les facteurs de transcription FoxO appartiennent à la famille Forkhead box et

plus particulièrement à la sous famille O. Chez les mammifères, cette sous
famille, homologue de la protéine DAF-16 de C. elegans, comprend quatre
membres : FoxO1, FoxO3a, FoxO4 et FoxO6 (Peng, 2007). Ils possèdent une
fonction conservée au cours de l’évolution et permettent aux cellules d’adapter
leur prolifération en fonction de la disponibilité des nutriments dans
l’environnement (Webb and Brunet, 2014). Ces facteurs de transcription,
composés d’une centaine d’acides aminés et formés de trois hélices α, trois brins
β et de deux boucles, sont caractérisés par leur domaine de liaison à
l’ADN (Clark et al., 1993). Ce domaine interagit avec des motifs spécifiques de
type 5’−GTAAA(T/C)AA−3’.

Les facteurs FoxO sont exprimés dans un grand nombre d’organes différents,
sauf FoxO6 dont l’expression est restreinte au système nerveux
central (Furuyama et al., 2000). Ce dernier est d’ailleurs régulé de manière
différente des autres facteurs FoxO (Jacobs et al., 2003; van der Heide et al.,
2005). Les facteurs FoxO1 et FoxO3 sont quant eux les plus exprimés dans le
système immunitaire mais leur niveau d’expression est différent suivant l’organe
et le type de cellules étudiés. FoxO1 est plutôt exprimé dans la rate et les
ganglions lymphatiques alors que FoxO3 est détecté dans le thymus et la moelle
osseuse. De plus, les LT et LB expriment plus FoxO1, alors que FoxO3 est plutôt
retrouvé dans les cellules de l’immunité innée (Dejean et al., 2011). Cette
préférence transcriptionnelle n’est pas encore comprise. Dans les cellules
quiescentes, les facteurs FoxO sont majoritairement nucléaires (Tran et al., 2003)
et peuvent ainsi activer ou réprimer la transcription de nombreux gènes. Par la
suite, j’utiliserai le terme facteurs FoxO pour désigner à la fois FoxO1, FoxO3 et
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FoxO4.

2.1.1 La régulation de l’activité transcriptionnelle des
facteurs FoxO

La régulation de l’activité transcriptionnelle des facteurs FoxO s’effectue à
plusieurs niveaux. Leur activité peut être régulée par le contrôle de l’expression
même de ces facteurs. Différents mécanismes peuvent réguler leur activité
transcriptionnelle.

Régulation de leur expression

Le premier niveau de régulation concerne le contrôle de leur propre
expression. Ces processus contrôlent à la fois la transcription des facteurs FoxO,
la régulation de leur traduction et leur dégradation protéique.

L’expression des facteurs FoxO est régulée au niveau de leur propre
transcription. Le facteur de transcription STAT3 semble réguler positivement ce
mécanisme dans les LT. En effet, STAT3 se lie aux promoteurs de Foxo1 et
Foxo3, comme l’indiquent les études portant sur des LT CD4+ naïfs Stat3−/−

dont les niveaux d’ARNm de ces deux facteurs FoxO sont faibles (Oh et al.,
2011). Plusieurs facteurs peuvent affecter l’expression de FoxO comme par
exemple p53 à la suite d’un dommage à l’ADN. Ce facteur, impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire et de l’apoptose, peut se lier au promoteur de
FoxO3 et le transactiver (Renault et al., 2011). Les facteurs FoxO eux-mêmes
possèdent la capacité de réguler leur propre transcription, attestant d’une boucle
de régulation positive (Essaghir et al., 2009; Al-Mubarak et al., 2009).

La régulation de l’expression protéique des facteurs FoxO s’effectue à deux
niveaux par des mécanismes post-transcriptionnel et post-traductionnel. Au
niveau post-transcriptionnel, les facteurs de transcription FoxO peuvent être
sujet à une régulation via plusieurs micro-ARN. Par exemple, miR-27a, miR-96
et miR-182 induisent une diminution de l’expression de l’ARNm FoxO1 dans des
cellules cancéreuses (Guttilla and White, 2009). Il a été montré que, dans des LT
murins activés, miR-182 est induit par l’IL2 et diminue l’expression de FoxO1
permettant aux cellules de continuer à proliférer et ce même après disparition des
facteurs de croissance (Stittrich et al., 2010). Un autre micro-ARN, miR-155,
inhibe l’expression du facteur FoxO3 dans la lignée T Jurkat et dans des LT
murins (Yamamoto et al., 2011).

La régulation de l’expression des facteurs FoxO passe également par des
modifications post-traductionnelles. La dégradation protéolytique des facteurs
FoxO suite à leur translocation vers le cytoplasme en est un exemple. Ce
mécanisme conduit à une poly-ubiquitination des facteurs FoxO et à leur
dégradation par la voie du protéasome (Matsuzaki et al., 2003; Plas and
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Thompson, 2003; Aoki et al., 2004). Par exemple, FoxO3 peut être régulé
négativement suite à sa phosphorylation par Erk induisant une ubiquitinylation
par MDM2 et une dégradation via le protéasome (Yang et al., 2008). De plus, des
cytokines pro-inflammatoires peuvent mener à l’activation de IKK (IκB kinase)
et ainsi à l’inactivation de FoxO3 (Hu et al., 2004). Par ailleurs, un autre mode
de régulation des facteurs FoxO fait intervenir les GIMAP (GTPases of the
immunity-associated protein family) connues pour leur rôle dans
l’autoimmunité (Shin et al., 2007; Hellquist et al., 2007; Cousins et al., 2006). En
effet, des LT murins possédant une mutation dans le gène Gimap5 montrent une
diminution de l’expression de FoxO1, FoxO3 et FoxO4. Ceci serait dû à la
dégradation des facteurs FoxO par le protéasome induite via un mécanisme
SKP2 dépendant (S-phase kinase-associated protein 2) (Aksoylar et al., 2012).

Régulation de leur activité transcriptionnelle

Au contrôle de leur expression s’ajoute la régulation de leur activité qui fait
intervenir une modification de localisation subcellulaire des facteurs
FoxO (Brunet et al., 1999). Il a été démontré au laboratoire que l’activation de
LT par des DC chargées d’un peptide aboutit à l’exclusion nucléaire de FoxO via
l’activation de la voie PI3K/Akt. Ceci conduit donc à un arrêt de son activité
transcriptionnelle et permet la prolifération des LT (Fabre et al., 2005). Plus
précisément, l’activation de la kinase PI3K aboutit au recrutement à la
membrane plasmique des kinases Akt et SGK1 qui, une fois activées par
phosphorylation, se transloquent dans le noyau où elles peuvent à leur tour
phosphoryler les facteurs FoxO (Alessi et al., 1997; Stokoe, 1997; Guertin et al.,
2006; Facchinetti et al., 2008; Brunet et al., 2001). Cette phosphorylation sur
trois sites (une thréonine et deux sérines) permet de constituter un point
d’ancrage typique de la protéine 14-3-3. Cette liaison conduit à une
déstabilisation de la liaison FoxO/ADN et aboutit à l’export nucléaire et à la
rétention cytoplasmique des facteurs FoxO (Brunet et al., 1999; Kops et al.,
1999; Salih and Brunet, 2008). Un grand nombre de phosphorylations, décrites
dans des modèles cellulaires non lymphoïdes, peuvent influer sur la localisation
cellulaire des facteurs FoxO. Le but n’étant pas de faire une liste exhaustive des
modifications décrites, je soulignerais juste le fait qu’il existe une intégration des
différentes phosphorylations plus ou moins liées qui permet de contrôler finement
l’activité transcriptionnelle des facteurs FoxO suivant les stimuli extracellulaires.
Ainsi, les modifications post-traductionnelles induites par l’insuline ou les
facteurs de croissance entraînent une séquestration cytoplasmique et donc
l’inactivation des facteurs FoxO. Un stress oxydatif entraînera quant à lui des
modifications imposant une localisation nucléaire et donc l’activation des facteurs
FoxO (Brunet et al., 2002; Lehtinen et al., 2006).

En dehors des phosphorylations, d’autres modifications post-traductionnelles
peuvent moduler la localisation des facteurs FoxO comme l’acétylation ou encore
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la méthylation. Il a été montré que des acétylations de FoxO1 inhibent ou
entravent complètement sa liaison à l’ADN démontrant que des modifications
post-transcriptionnelles peuvent altérer directement la fonction des facteurs
FoxO en plus de modifier leur localisation intracellulaire (Obsil and Obsilova,
2011). La méthylation des facteurs FoxO sur plusieurs résidus peut inhiber leur
exclusion nucléaire en empêchant la phosphorylation par Akt sur la sérine
256 (Yamagata et al., 2008). Ce jeu de modifications post-traductionnelles
complémentaires offre une réponse très fine et spécifique des facteurs FoxO en
fonction des stimuli reçus (Figure 2.1).

Figure 2.1 – Principales modifications post-traductionnelles régulant l’activité des
facteurs de transcription FoxO (D’après (Zhao et al., 2011))
Le facteur FoxO1 humain est ici pris en exemple.

Mécanismes de régulation de la transcription

Les facteurs FoxO peuvent réguler la transcription des gènes par différents
mécanismes. Tout d’abord, ils peuvent soit induire, soit réprimer leurs gènes cibles.
D’autre part, leur activité résulte soit d’une fixation directe sur une séquence
consensus, soit réguler la transcription de gènes cibles de manière indépendante à
leur liaison à l’ADN probablement par le biais de co-facteurs (Ramaswamy et al.,
2002) (Figure 2.2).
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Figure 2.2 – Mécanismes de régulation de la transcription par les facteurs FoxO
(D’après (Birkenkamp and Coffer, 2003))
(a) FoxO se lie directement à une séquence spécifique sur le promoteur et le transactive. (b) FoxO
se lie directement à une séquence spécifique sur le promoteur et l’activation de la transcription
s’effectue grâce au recrutement d’un co-facteur. (c) FoxO coopère avec un autre facteur de
transcription (TF) pour activer la transcription. (d) La titration d’un co-facteur nécessaire pour
de nombreux autres facteurs de transcription conduit à une inhibition générale de la transcription.
(e) La titration d’un facteur de transcription conduit à une inhibition spécifique des gènes
normalement induits par ce facteur. (f) La transcription est inhibée via le recrutement d’un
co-répresseur.

Les facteurs FoxO ont également un rôle de remodelage de la chromatine leur
conférant la possibilité de moduler les états actifs de la chromatine (Hatta and
Cirillo, 2007). Dans ce cas, les facteurs FoxO sont toujours associés avec des
co-facteurs tels que les protéines Smad, des histones déacétylases, des
acétyltransférases ou encore des hormones nucléaires (van der Vos and Coffer,
2008). Les facteurs FoxO en coopération avec d’autres protéines peuvent donc
intégrer des informations extrinsèques provenant de nombreuses voies et initier la
régulation transcriptionnelle de divers programmes.

2.1.2 La régulation des propriétés cellulaires par les
facteurs FoxO

Les facteurs FoxO possèdent un rôle primordial dans le contrôle de
l’homéostasie des LT. En composant avec l’ensemble des signaux perçus par les
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cellules, ils sont capables de réguler finement des fonctions importantes de la
physiologie T.

Implication dans la quiescence

Les facteurs FoxO participent activement à la régulation de la
quiescence (Eijkelenboom and Burgering, 2013) dans de nombreux types de
cellules, dont les LT, par le contrôle de l’expression de nombreux gènes (Ouyang
and Li, 2011). Parmi ceux-ci, on peut par exemple citer klf2, cbl-b jouant un rôle
dans le phénomène de quiescence que nous allons développer (Fabre et al., 2008).

La plupart des études réalisées pour étudier le rôle des facteurs FoxO dans la
régulation du cycle cellulaire ont été réalisées in vitro en exprimant des formes
mutées des facteurs FoxO dans des modèles cellulaires pour la plupart non
lymphoïdes. L’expression de gènes importants pour la progression du cycle
cellulaire est régulée par les facteurs FoxO. En effet, les cycline D1 et cycline D2
sont inhibées par les facteurs FoxO3 et FoxO4, alors que la transcription de pRb
est activée (Schmidt et al., 2002; Kops et al., 2002b). D’autres modèles cellulaires
ont également permis de mettre en évidence un rôle des facteurs FoxO dans des
phases plus tardives du cycle cellulaire. Ainsi, en régulant la transcription de
gènes impliqués dans la résistance au stress, comme gadd45 (Growth Arrest and
DNA Dammage inducible protein 45), les cellules peuvent être bloquées en phase
G2/M (Tran, 2002). De plus, ils peuvent aussi participer à la détoxification des
dérivés réactifs de l’oxygène en régulant les gènes codant par exemple la catalase
ou la superoxyde dismutase (Kops et al., 2002a). L’ensemble de ces données reste
à vérifier dans des cellules hématopoïétiques. Etonnament, les gènes connus pour
être des cibles transcriptionnelles de FoxO1 dans d’autres modèles cellulaires,
sont faiblement induits dans les LT. En effet, une expérience de puce à ADN
réalisée dans la lignée T Jurkat au laboratoire montre que les cyclines D2 et D3
ne sont que peu régulées par FoxO1 dans ces cellules. L’effet est un peu plus
marqué pour GADD45. Par contre, FoxO1 induit un ensemble de gènes impliqués
dans la migration des LT tels que cd62l, ccr7 et s1p1 (Fabre et al., 2008).

Il a été observé dans un modèle murin déficient pour la GEF Vav1 un défaut
d’activation de la voie PI3K dans les LT, induisant une activation constante de
FoxO1. Ce phénomène conduit à un arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1
associé à un maintien de l’expression de l’inhibiteur des CDK p27kip1 (Charvet
et al., 2006). De plus, une carence en IL2 peut également induire un blocage
d’une lignée cellulaire T murine, les cellules CTLL-2, en phase G0/G1 du cycle.
Cet arrêt peut être mimé en présence d’IL2 par un traitement avec des
inhibiteurs de la voie PI3K ou par surexpression d’une forme constitutivement
nucléaire de FoxO3. Ce blocage du cycle passe aussi par l’activation de la
transcription de p27kip1 (Stahl et al., 2002).

Le premier travail effectué sur un modèle murin invalidé pour FoxO3 par
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« gene trap targeting strategy » montre que cette délétion est à l’origine d’un
faible désordre inflammatoire et d’une lymphoprolifération à partir de seize
semaines (Lin et al., 2004). Ces souris présentent donc des organes lymphoïdes
secondaires dont la taille est augmentée par rapport à des souris WT. Ces
phénomènes sont principalement dus aux LT CD4+ qui présentent des capacités
de prolifération et de production de cytokines supérieures alors qu’aucun défaut
apoptotique n’est observé. Ces caractéristiques font intervenir une activation de
la voie NFκB. En effet, dans ces cellules, les inhibiteurs de l’activité
transcriptionnelle de NFκB, IκBβ et IκBε, sont moins présents tant au niveau
transcriptionnel que protéique. FoxO3 pourrait donc avoir un rôle dans le
maintien de la quiescence des LT. Néanmoins, dans d’autres études, basées sur
des modèles murins différents, les souris ne présentent pas ce phénotype
inflammatoire (Castrillon, 2003; Dejean et al., 2009; Hosaka et al., 2004). Ceci
suggère que la délétion de FoxO3 seul n’est pas suffisante pour engendrer une
activation spontannée des LT et révèle une activité compensatrice possible des
autres formes de FoxO et notamment de FoxO1.

Les modèles murins où FoxO1 est invalidé dans tous les organes sont létaux
au stade embryonnaire E10.5. Il est donc nécessaire d’utiliser des modèles de
délétion spécifique des LT. Ainsi, aucune prolifération spontannée des LT n’est
observée dans ce type de modèle. C’est également le cas dans les modèles
combinant une délétion de FoxO1 et FoxO3 dans les LT (Kerdiles et al., 2009;
Gubbels Bupp et al., 2009; Ouyang et al., 2009; Ouyang et al., 2010). De plus,
pour s’affranchir de la redondance des facteurs FoxO observée, une invalidation
conditionnelle simultanée de FoxO1, FoxO3 et FoxO4 a été réalisée (Paik et al.,
2007). Ces souris ne développent des lymphomes qu’à partir de 5 mois et 75%
d’entre elles ne présentent aucun phénotype majeur au bout d’un an. Il semble
donc que d’autres acteurs soient également impliqués dans la régulation d’une
fonction aussi importante pour l’intégrité de l’organisme qu’est la quiescence des
LT.

Implication dans la survie des cellules

En l’absence de stress particulier, FoxO1 semble être le facteur principal dans
la régulation de la survie des LT quiescents. In vivo il régule directement la
transcription de la chaine α de l’IL7R (Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al., 2009).
En effet, l’invalidation du gène foxo1 dans les LT induit une diminution de
l’expression de l’IL7Rα conduisant à une atténuation de l’expression de Bcl2, une
molécule anti-apoptotique. Ainsi une déplétion du compartiment T périphérique
dans les modèles murins déficients pour FoxO1 est observée. La survie des LT
périphériques peut être restaurée par croisement de ces modèles avec une souris
transgénique pour l’IL7Rα (Ouyang et al., 2009). Comme nous l’avons vu
précédemment, le facteur FoxP1 possède un rôle inhibiteur sur l’expression de
l’IL7Rα. Or ce facteur se fixe sur la même séquence enhancer du promoteur de la
chaine α de l’IL7R que FoxO1 (Feng et al., 2010). Il pourrait donc y avoir une
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compétition entre ces deux facteurs, d’autant plus que cette étude suggère une
répression de l’expression de l’IL7Rα par FoxP1 en l’absence de FoxO1.

Nous avons également vu que l’IL7 est un signal primordial dans la survie des
LT naïfs et mémoires. Or la quantité de protéines FoxO est plus faible dans les
LT mémoires (Allam et al., 2009). Les mécanismes de régulation de l’IL7Rα
pourraient donc différer entre ces deux types cellulaires. Suivant la différenciation
du LT, l’état du locus de l’IL7Rα peut varier (Chandele et al., 2008). Dans les
LT naïfs, le répresseur transcriptionnel Gfi-1 n’étant pas exprimé, le locus de
l’IL7Rα est acétylé et une faible quantité de GABPα est liée au promoteur.
FoxO1 est quant à lui fortement exprimé et permet la transcription du gène de
l’IL7Rα. Dans les LT mémoires, Gfi-1 est exprimé mais ne se lie que faiblement
au promoteur de la chaine α de l’IL7R. GABPα se fixe fortement sur le
promoteur de l’IL7Rα et les histones sont acétylées. Ce mécanisme pourrait être
important pour la génération des LT mémoires mais également pour leur
maintien à long terme. En effet, des LT mémoires dont le gène foxo1 est invalidé
voient leur survie à long terme altérée (Rao et al., 2012). Ainsi, dans les LT
mémoires, il est possible que la plus faible quantité de FoxO1 soit suffisante pour
induire une transcription efficace de la chaine α de l’IL7R ou que FoxO1 en
favorisant le recrutement de co-facteurs active la transcription du gène.

Implication dans la migration des cellules

Le transcriptome induit par les facteurs de transcription FoxO varie suivant le
type cellulaire étudié. L’une des fonctions spécifiques des LT liée à leur survie et
contrôlée par les facteurs FoxO est leur capacité migratoire. Plusieurs groupes,
dont le laboratoire, ont montré que, dans des LT au repos, FoxO1 possède un
rôle crucial dans la régulation de cette propriété en influant à la fois sur
l’expression de molécules membranaires et l’expression de facteurs intrinsèques
qui participent au contrôle de ce processus. En effet, FoxO1 contrôle entre autres
l’expression de CCR7, le récepteur des chimiokines CCL19 et CCL21 (Fabre
et al., 2008; Kerdiles et al., 2009). La chimiokine CCL19 induit non seulement
l’adhérence de LT sur un support cellulaire ou matriciel, mais a également un
effet attracteur des LT puisqu’elle stimule leur migration. Cette étude a
également permis de mettre en évidence que l’expression de FoxO1 induit un
ensemble de gènes impliqués dans l’entrée et la sortie ganglionnaires des cellules
T (cd62l, edg1 et edg6 ) (Fabre et al., 2008). Ainsi, dans des modèles murins
invalidés pour FoxO1, le nombre de LT naïfs dans les ganglions lymphatiques est
réduit du fait de la perte d’expression de CD62L et CCR7, molécules clés pour
l’entrée dans ces organes (Kerdiles et al., 2009; Gubbels Bupp et al., 2009).
FoxO1 est également capable de se lier directement sur le promoteur de klf2 et
de le transactiver (Fabre et al., 2008). Or ce dernier influence la capacité
migratoire des LT en contrôlant directement la transcription des gènes codant
CD62L et S1P1 (Carlson et al., 2006; Bai et al., 2007). Ainsi FoxO1 active la
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transcription de KLF2 qui induit lui-même la transcription de CD62L et S1P1.
Le facteur de transcription FoxO1 coordonne donc dans les LT leur capacité de
migration et de prolifération. En effet, au repos, FoxO1 est nucléaire et les LT
sont quiescents et migrent ; lors de l’activation, FoxO1 devient cytoplasmique et
les LT prolifèrent et ne migrent plus.

Implication dans la différenciation des cellules

Les facteurs FoxO sont également impliqués dans la différenciation des LT en
LT mémoires, LT régulateurs (LTreg) et LTH17.

Le facteur FoxO1 est impliqué dans la différenciation des LT CD8+ au cours
d’une réponse immune. En effet, son inhibition par exclusion nucléaire suite à
l’activation du LT est nécessaire pour permettre l’expression du facteur de
transcription T-bet favorable à la mise en place d’une réponse effectrice. FoxO1
réprime en effet la transcription du gène Tbx21 codant T-bet (Rao et al., 2012;
Michelini et al., 2013). Par ailleurs, FoxO1 peut directement cibler le promoteur
du facteur de transcription Eomes et induire sa transcription, favorisant la
génération de LTcm. Ainsi l’activité transcriptionnelle de FoxO1 conduit à
l’acquisition d’un phénotype mémoire par les LT en activant les gènes tels que
eomes, cd62l et il7rα (Rao et al., 2012). Ces résultats corrèlent avec le fait que
l’activation constitutive de Akt, qui inactive les facteurs FoxO, favorise une
différenciation en LT effecteurs à courte durée de vie (Macintyre et al., 2011;
Kim et al., 2012).

De manière intéressante, les facteurs FoxO semblent impliqués dans le
maintien du statut mémoire dans les LT CD8+. Dans ces cellules, la signalisation
en aval de CD27 et de 4-1BB, qui active notamment la voie PI3K/Akt, est
nécessaire pour diminuer l’expression protéique de FoxO1 afin de les maintenir en
phase pré-G1 sans l’abolir totalement pour qu’ils ne puissent pas passer le point
R (Allam et al., 2009). Ainsi, il est possible que ce statut plus « avancé » dans le
cycle cellulaire des LT mémoires soit en partie activement maintenu via la
diminution d’expression et/ou d’activité des facteurs FoxO. En effet, ceci
pourrait conduire à l’augmentation de l’expression de la cycline D3, la cycline de
type D majoritaire dans les LT, et à une plus faible inhibition de pRb. L’absence
d’expression de p27kip1 pourrait également en résulter. La régulation négative des
facteurs FoxO favoriserait alors une diminution du seuil d’activation
caractéristique des LT mémoires.

FoxO3 possède un rôle majeur non redondant dans la réponse aux infections
virales. En effet, des souris déficientes pour FoxO3 infectées avec le virus LCMV
par exemple montrent une phase d’expansion des LT plus forte que les souris
contrôles. Ce phénotype ne semble pas dépendre des cellules T mais de la
présence, dans ces souris invalidées pour FoxO3, d’un nombre plus important de
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DC avec un état de maturation avancé. Ainsi ces DC peuvent mieux stimuler les
LT et augmenter leur survie en produisant par exemple plus d’IL6. Ceci suggère
donc un rôle majeur de FoxO3 dans la régualtion de la production de cytokines
proinflammatoires (Dejean et al., 2009). Un autre groupe a montré que FoxO3
pouvait réguler la réponse des LT CD8+ de manière intrinsèque. Ainsi,
l’accumulation de LT spécifiques de l’Ag serait due à une diminution de
l’apoptose et non à une augmentation de la prolifération. A long terme, un plus
grand nombre de LT mémoires subsisteraient également (Sullivan et al., 2012).
Cependant le modèle murin utilisé ici est le même que celui utilisé par Lin et al.
qui est le seul à présenter une lymphoprolifération tardive. Des études plus
approfondies semblent donc nécessaires pour identifier les rôles intrinsèque et
extrinsèque de FoxO3 au cours de la réponse immune.

Ainsi, FoxO1 semble jouer un rôle intrinsèque dans la différenciation en LT
mémoires alors que FoxO3 influe sur l’accumulation des LT spécifiques de l’Ag
aboutissant à un plus grand nombre de LT mémoires.

Les facteurs FoxO sont également impliqués dans la différenciation des LT
CD4+ en régulant la balance de différenciation entre LT régulateurs et LTH17.
En effet, les facteurs FoxO1 et FoxO3 jouent un rôle fondamental dans le
développement et la fonction des LT régulateurs (Ouyang et al., 2009; Kerdiles
et al., 2010) en régulant directement la transcription du facteur FoxP3, facteur
de transcription clé du développement et du fonctionnement des LTreg (Harada
et al., 2010; Ouyang et al., 2010). Les facteurs FoxO agissent donc très
précocément dans la différenciation des LTreg alors que FoxP3 agit plus
tardivement sur le contrôle de l’homéostasie des cellules et leur fonction. Il
semble que les facteurs FoxO et notamment FoxO1 puisse eux aussi jouer un rôle
important dans la fonction des LTreg (Ouyang et al., 2012). En effet, les souris
déficientes pour FoxO1 dans les LTreg développent des troubles inflammatoires
majeurs similaires à ceux observés dans les souris déficientes pour FoxP3 mais
sans la perte des LTreg. De plus, FoxO1 est nécessaire en aval d’un signal TGF-β
pour inhiber l’expression du facteur T-bet impliqué dans la différenciation en
TH1 des LT CD4+ (Kerdiles et al., 2010). Une étude très récente montre un rôle
inattendu de FoxO1 dans l’inhibition de la tolérence médiée par les LTreg
résidant dans les tissus non lymphoïdes chez la souris (Luo et al., 2016). En effet,
l’inactivation de FoxO1 est nécessaire pour la fonction de ces LTreg qui ont un
rôle crucial dans la suppression des réponses LT CD8+. La voie de signalisation
des facteurs FoxO dans les LTreg pourrait donc être ciblée afin de rompre la
tolérance immune.

Le rôle des facteurs FoxO dans la différenciation en TH17 est beaucoup moins
connu. De premières expériences réalisées sur des souris déficientes pour FoxO1
ont suggéré une régulation négative de l’expression de l’IL-17A, cytokine
pro-inflammatoire produite par les TH17, par FoxO1 (Kerdiles et al., 2009). Plus
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récemment, FoxO1 a été impliqué dans la signalisation en aval de SGK1 dans le
développement des TH17 (Wu et al., 2013). Le mécanisme moléculaire mis en jeu
restait peu décrit. Au laboratoire, il a été montré que FoxO1 est un régulateur
négatif direct du programme de différenciation en TH17 in vivo et in vitro, en
agissant par un mécanisme intrinsèque (Laine et al., 2015). En effet, un complexe
moléculaire entre FoxO1 et RORγt, le facteur de transcripton clé des TH17, se
forme inhibant ainsi la transcription de nombreux gènes importants pour la
différenciation des LT en TH17 médiée par RORγt.

2.2 Les protéines 14-3-3

La régulation de l’activité, de la localisation et des interactions protéiques par
phosphorylation est un mécanisme crucial pour de nombreux processus cellulaires.

2.2.1 Fonctionnement général

Les protéines 14-3-3 sont une famille de protéines régulatrices ubiquitaires
chez les eucaryotes très conservée au cours de l’évolution au sein des différentes
espèces. Elles sont impliquées dans les interactions protéiques médiant la
transduction de signaux au sein des cellules. D’abord découvertes dans le cerveau
de mammifères, elles sont caractérisées comme des protéines acides de poids
moléculaire compris entre 25-35kDa par monomère. Cette famille de protéines est
composée de 7 isoformes : β, γ, ε, σ, ζ, τ et η et est retrouvée dans les cellules
sous forme d’homo et hétéro-dimères. Ceux-ci peuvent lier un grand nombre de
protéines via des sérines et thréonines phosphorylées localisées au niveau de deux
motifs consensus spécifiques : RSx[pS/pT]xP et Rxxx[pS/pT]xP dans lesquels x
représente n’importe quel résidu. Cette interaction intervient au niveau du coeur
des monomères formant une poche amphipathique (Yaffe et al., 1997; Muslin
et al., 1996). Cependant, les protéines 14-3-3 sont également capables de se lier à
des cibles non phosphorylées contenant les motifs GHSL et WLDLE (Andrews
et al., 1998; Petosa et al., 1998). La liaison de 14-3-3 à sa cible peut entraîner
diverses modifications comme par exemple un changement de conformation, de
localisation sub-cellulaire ou encore stabiliser la structure de la protéine avec
laquelle elle interagit (Tzivion and Avruch, 2002) (Figure 2.3).
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Figure 2.3 – Modes d’interaction des protéines 14-3-3 et de leurs cibles (D’après
(Gökirmak et al., 2010))
La liaison de 14-3-3 à sa cible peut entraîner des changements conformationnels (a), modifier
la localisation nucléaire vs cytoplasme (b), réguler l’activité catalytique (c), contrôler le
renouvellement des protéines cibles (d) ou associer plusieurs cibles ensemble (e).

Les poches de liaison formées par les dimères sont similaires et toutes les
isoformes de 14-3-3 peuvent lier toutes les cibles phosphorylées testées in vitro.
Cependant, il existe des différences d’affinité entre les isoformes (Aitken et al.,
2002) et il existe une répartition cellulaire différente des diverses isoformes de
14-3-3 (Perego and Berruti, 1997; van Zeijl et al., 2000). Par ailleurs, l’expression
des isoformes de 14-3-3 varie au cours du temps pendant le développement et en
fonction des signaux extracellulaires (Roberts and Bowles, 1999; van der Brug
et al., 2002). Ainsi, l’existence de plusieurs isoformes, qui sont spatialement et
temporellement régulées, peut fournir une spécificité cellulaire dans les réponses
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aux cascades de signalisation qui déclenchent la phosphorylation des protéines
cibles des 14-3-3 (Mackintosh, 2004).

2.2.2 Fonctions cellulaires régulées
La régulation du cycle cellulaire et de l’apoptose sont les fonctions les plus

étudiées des protéines 14-3-3.

Figure 2.4 – Régulation de la progression dans le cycle cellulaire par les protéines
14-3-3 (D’après (Hermeking et al., 1997))

Les protéines 14-3-3 jouent un rôle pivot dans la régulation de la progression
du cycle cellulaire en faisant partie de nombreux complexes de « checkpoint »
(Figure 2.4). L’entrée en mitose nécessite l’activation de la protéine kinase Cdc2
inactive pendant la phase S ou après des dommages de l’ADN car phosphorylée.
Son activation passe donc par sa déphosphorylation par la phosphatase
Cdc25C (Gautier et al., 1991). L’activation de cette phosphatase est cruciale
pour la progression en mitose et son inhibition constitue l’un des « checkpoints »
clé lors de la transition G2/M (Takizawa and Morgan, 2000; Donzelli and
Draetta, 2003). Les protéines 14-3-3 sont impliquées dans la régulation de son
activité en séquestrant Cdc25C phosphorylé dans le cytoplasme pendant toute la
phase S induisant une augmentation de la phosphorylation de Cdc2 et donc une
inhibition de la mitose (Sanchez, 1997; Graves et al., 2001). Ainsi, la liaison de
14-3-3 à Cdc25C masque le signal de localisation nucléaire de la protéine mais ne
modifie pas son activité phosphatase (Kumagai and Dunphy, 1999). Une boucle
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de régulation positive existe pour assurer le maintien sous forme active de Cdc2
une fois la mitose engagée. En effet, Cdc2 activée par Cdc25C phosphoryle en
retour Cdc25C sur un site empêchant sa liaison avec 14-3-3 (Bulavin et al., 2003).

Les protéines 14-3-3 peuvent également exercer un contrôle dans la régulation
de Cdc2 et Cdc25C de manière indirecte. En effet, la sérine/thréonine kinase Chk1
qui en phosphorylant Cdc25C crée un site de liaison avec 14-3-3 est elle-même
activée en réponse aux dommages liés à l’ADN après liaison avec 14-3-3 (Zhou and
Elledge, 2000; Liu et al., 2000; Jiang et al., 2003). De même, l’un des régulateurs
principaux de l’activité de Cdc2, la kinase Wee1, est sujet à la régulation par 14-3-
3. Ainsi, la perte de la liaison entre 14-3-3 et Wee1 ou Cdc25C induit l’activation
de Cdc2 et donc la progression de la mitose (Lee et al., 2001).

Par ailleurs, toutes les isoformes de 14-3-3 ne semblent pas avoir le même effet
sur leurs ligands et donc sur la progression du cycle cellulaire (Katayama et al.,
2005). Par exemple, toutes ne sont pas capables d’exercer une régulation de
Cdc25C. Ainsi, 14-3-3σ ne peut pas lier Cdc25C mais empêche néanmoins la
condensation de la chromatine induite par cette phosphatase (Dalal et al., 2004).
Ceci suggère donc que 14-3-3σ régule l’entrée en mitose en aval de Cdc25C en
supprimant l’activité de Cdc2 par un mécanisme alternatif. En effet, le gène
codant 14-3-3σ est une cible de p53 et son expression est induite suite à la
détection de dommages de l’ADN conduisant à un arrêt en G2/M (Hermeking
et al., 1997). Ce phénomène est dû à la séquestration par 14-3-3σ du complexe
Cdc2/Cycline B dans le cytoplasme donc hors de portée de ses substrats
nucléaires (Chan et al., 1999; Laronga et al., 2000).

Les protéines 14-3-3 sont également impliquées dans la régulation de la
transition G1/S par différents mécanismes. Au cours de cette transition, 14-3-3
lie et inhibe cette fois Cdc25A, un régulateur central de l’entrée en phase S qui a
pour rôle de déphosphoryler Cdk2 (Chen et al., 2003). De plus, 14-3-3σ peut
également lier directement les kinases Cdk2 et Cdk4 mais cette liaison ne semble
pas liée à une phosphorylation puisqu’aucun motif consensus n’est retrouvé dans
ces protéines kinases (Laronga et al., 2000).

Les protéines 14-3-3 peuvent aussi interagir directement avec un inhibiteur de
Cdk, p27kip1, et ainsi conduire à un arrêt en phase G1 par inhibition des
complexes Cycline E/Cdk2. En effet, l’activité de p27kip1 dépend notamment de
sa localisation cellulaire qui est régulée par son état de phosphorylation et donc
son association avec les protéines 14-3-3. Ainsi, après phosphorylation par Akt
sur une thréonine, p27kip1 ne peut plus se lier à l’importine α et est séquestrée
par 14-3-3 dans le cytoplasme (Slingerland and Pagano, 2000; Fujita, 2002;
Sekimoto et al., 2004).

En plus de réguler les kinases et phosphatases impliquées dans le contrôle du
cycle cellulaire, les protéines 14-3-3 régulent également les facteurs de
transcription inhibant la progression du cycle cellulaire. Les protéines 14-3-3 sont
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responsables notamment de la localisation intracellulaire des facteurs FoxO
jouant un rôle à la fois dans la régulation du cycle cellulaire et
l’apoptose (Brunet et al., 2002; Obsil et al., 2003; Obsilova et al., 2005; Rena
et al., 2001). Ceci montre donc l’importance de ces protéines dans la régulation à
différents niveaux du cycle cellulaire.

Les protéines 14-3-3 régulent l’apoptose en liant les protéines de la famille
Bcl-2. En effet, leur rôle a été mis au jour en étudiant les interactions entre les
protéines 14-3-3 et les protéines contenant un domaine BH3, dont Bad et Bax.
Ainsi la phosphorylation de Bad par Akt induit sa liaison avec 14-3-3. D’autres
kinases pourraient également être impliquées dans ce processus (Datta et al., 1997;
Tan et al., 1999). 14-3-3 facilite l’inactivation de Bad à la fois en le séquestrant
de manière transitoire pour empêcher sa liaison avec la molécule anti-apoptotique
Bcl-XL et donc son inhibition. Mais ce mécanisme maintient également Bad dans
une conformation favorable à la phosphorylation d’un résidu additionnel dans son
domaine BH3 se traduisant par un état plus inactif (Datta et al., 2000).

Par ailleurs, les protéines 14-3-3 peuvent aussi lier et inactiver Bax, un
effecteur pro-apoptotique (Nomura et al., 2003). Cette interaction empêche Bax
de transiter vers la mitochondrie où cette protéine interagit avec Bak pour
induire la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et déclencher
la libération du cytochrome c et l’activation des caspases (Youle and Strasser,
2008).

L’ensemble de ces résultats indique une implication importante de 14-3-3
dans la régulation de la voie de la PI3K. Un des points communs des différents
modes d’action de 14-3-3 est d’inhiber par séquestration les effecteurs
moléculaires à l’origine de ces processus.

2.3 L’histone déacétylase HDAC6
La famille des histones déactylases (HDAC) est subdivisée en différentes

classes. HDAC6 fait partie de la sous classe IIb des HDAC comprenant également
HDAC10. La protéine HDAC6 est apparue immédiatement différente notamment
par sa localisation sub-cellulaire. Découverte plus tard, HDAC10 est moins
étudiée.

2.3.1 Fonctionnement général
L’enzyme HDAC6 a été découverte en 1999 (Verdel and Khochbin, 1999) et

est caractérisée par deux domaines déacétylases et un domaine Znf-UBP (Zinc
Finger in specific Proteases). Cette protéine est majoritairement retrouvée dans
le cytoplasme des cellules. Il apparait que l’activité catalytique de HDAC6
nécessite la présence simultanée de ses deux domaines déacétylases (Zhang et al.,
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2003).

Bien que dénommée histone déacétylase, le premier substrat de HDAC6 est
l’α-tubuline cytoplasmique. L’α et la β-tubuline forment un complexe
hétérodimérique à la base de la structure des microtubules. Ces derniers, des
structures cylindriques polarisées creuses, sont impliqués dans de nombreux
processus cellulaires tels que la mitose, le transport intracellulaire de vésicules ou
d’organites et la mobilité des flagelles. Ils participent ainsi à la formation de
structures subcellulaires telles que le cytosquelette, le fuseau mitotique ou les
centrioles (Nogales, 2000). Diverses modifications post traductionnelles comme
par exemple l’acétylation, la phosphorylation ou la polyglycylation peuvent
affecter la tubuline (MacRae, 1997). L’utilisation de lignées stables exprimant
une forme de HDAC6 sauvage ou mutée dans son domaine catalytique a permis
de montrer son activité tubuline déacétylase. Ces premiers résultats ont été
confortés par l’inhibition spécifique de HDAC6 en utilisant des drogues telles que
la trichostatine A (TSA) ou le butyrate ainsi que des techniques d’ARN
interférence (Hubbert et al., 2002; Matsuyama, 2002; Zhang et al., 2003).
HDAC6 interagit avec la β-tubuline et catalyse la réaction de déacétylation sur la
lysine 40 de l’α-tubuline via son deuxième domaine déactylase (Haggarty et al.,
2003). Une autre déacétylase, SIRT2, peut interagir avec HDAC6 et déacétyler la
tubuline en présence de NAD (North et al., 2003). Ainsi, HDAC6 et SIRT2
co-localisent avec le réseau de microtubules dans le cytoplasme.

HDAC6 peut déacétyler d’autres protéines telles que la chaperonne
moléculaire HSP90 (Heat-Shock Protein 90kDA) (Kovacs et al., 2005) ou la
protéine du cytosquelette cortactine (Zhang et al., 2007). HDAC6 régule aussi la
dégradation de protéines mal conformées ou aggrégées (Boyault et al., 2007).

2.3.2 Fonctions cellulaires régulées
HDAC6 a été impliquée dans la prolifération cellulaire via la régulation du cil

primaire, une structure connue pour contrôler le cycle cellulaire. En effet, cette
excroissance membranaire composée de microtubules est retrouvée à la surface de
la plupart des cellules des vertébrés et est capable de « sentir » de nombreux
signaux extracellulaires (Singla, 2006; Berbari et al., 2009). Par exemple, dans les
cellules rétiniennes, il peut agir en tant que photo-senseur, c’est un
mécano-senseur dans les néphrons ou encore un senseur biochimique capable de
détecter la présence de facteur de croissance. La présence de cette structure est
couplée avec le cycle cellulaire puisqu’il n’est observé que lors des phases
anti-prolifératives (Figure 2.5). En effet, le centrosome, qui est requis pour
l’organisation du fuseau mitotique lors de la mitose, est séquestré dans le corps
basal du cil. Ainsi, HDAC6 en déacétylant la tubuline réduit la stabilité des
microtubules et induit la résorbtion du cil permettant ainsi la libération du
centrosome et l’initiation de la division cellulaire (Forcioli-Conti et al., 2016;
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Gradilone et al., 2013).

Les LT font partie des rares cellules à ne pas posséder de cil primaire.
Néanmoins, la régulation de l’acétylation de la tubuline joue un rôle dans la
physiologie des LT et le contrôle de la réponse immune. Lors de la formation de
la synapse immunologique, HDAC6 se concentre rapidement à ce niveau et son
déplacement est corrélé avec une déacétylation des microtubules. Il semblerait
donc que HDAC6 puisse jouer un rôle dans le réarrangement de la membrane et
du cytosquelette. Par ailleurs, les microtubules interviennent aussi sur
l’activation puisque dans des cellules surexprimant HDAC6, la synthèse d’IL2 est
altérée (Serrador et al., 2004). En effet, l’activité déacétylase de HDAC6 régule la
localisation de certains facteurs cellulaires. En 2011, Ishiguro et al. démontrent
l’implication de l’acétylation de l’α-tubuline dans l’inhibition de la translocation
nucléaire de NFAT. Ce facteur de transcription, impliqué dans la modulation des
réponses immunes et la production d’IL2, forme un complexe avec l’α-tubuline et
l’importine β pour assurer sa translocation nucléaire. La déacétylation de
l’α-tubuline par HDAC6 est nécessaire pour permettre la formation du
complexe (Ishiguro et al., 2011).

Figure 2.5 – Synchronisation de l’assemblage et du déassemblage du cil primaire
avec le cycle cellulaire (D’après (Ishikawa and Marshall, 2011))
Au cours de la phase G1, le centriole mère se localise au cortex de la cellule et permet le
développement d’un cil alors que le centriole fille associé (provenant du cycle précédant) ne forme
pas de cil. Pendant la phase S, les centrioles mère et fille se dupliquent formant de nouveaux
centrioles fille. Avant la mitose, le cil se résorbe permettant aux paires de centrioles de se détacher
du cortex et de migrer aux pôles du fuseau. Ceci permet d’organiser et de positionner le fuseau
mitotique. Le cil se reforme ensuite dans les deux cellules filles une fois ré-entrées en phase G1.
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HDAC6 joue également un rôle dans l’infection des cellules par des virus
comme par exemple par le VIH-1. La fixation de ce virus sur des LT provoque
une hyper-acétylation de l’α-tubuline (Iyengar et al., 1998; Jernigan et al., 2000).
Il semble que l’état d’acétylation de l’α-tubuline permette de contrôler la tension
dynamique de la membrane plasmique et ainsi affecte le phénomène de fusion du
VIH-1. L’activité catalytique de HDAC6 sur la tubuline freine donc l’infection
virale en augmentant très fortement le contact entre l’α-tubuline et la membrane
plasmique (Valenzuela-Fernandez, 2005).

HDAC6 est également impliquée dans la régulation de la survie des cellules via
une interaction avec 14-3-3. Les dimères de 14-3-3 peuvent être acétylés au niveau
de leur poche ce qui inhibe toute liaison. HDAC6 peut déacétyler ces sites et ainsi
restaurer la liaison de 14-3-3 avec des protéines comme Bad et AS160 médiant une
signalisation de croissance et de survie (Mortenson et al., 2015).

Bien que HDAC6 et la régulation de l’acétylation de l’α-tubuline influencent
de nombreux processus cellulaires, les modèles de souris invalidées pour HDAC6
ne présentent pas de phénotype majeur. En effet, elles présentent une
hyper-acétylation dans la plupart des tissus mais sont tout à fait viables et
fertiles (Zhang et al., 2008). Au niveau comportemental, elles présentent une
hyperactivité ainsi qu’une diminution de l’anxiété et une plus faible tendance à la
dépression (Fukada et al., 2012). Au niveau du système immunitaire, le
développement des lymphocytes est normal. Cependant, une légère diminution
dans la production d’anticorps T dépendant est observée. La majeure différence
observée concerne les LT régulateurs (LTreg) (de Zoeten et al., 2011). En effet,
les LTreg invalidés pour HDAC6 contiennent des niveaux plus élevés des ARNm
de FoxP3, CTLA-4, IL10 et GITR. Par rapport à des LTreg normaux, les LTreg
des souris déficientes pour HDAC6 ont également une expression diminuée de
CD44 et de CD62L et augmentée de CD103. De plus, l’acétylation de FoxP3 est
favorisée et ils présentent une meilleure activité suppressive in vitro. Une étude
récente a également démontré que HDAC6 contribue à la fonction cytotoxique
des LT CD8+ (Núñez-Andrade et al., 2016). Les CTL issus de souris déficientes
pour HDAC6 présentent un transport des granules lytiques altéré ainsi qu’une
exocytose défectueuse. HDAC6 pourrait ainsi agir à différents niveaux dans le
contrôle des voies de cytotoxicité des LT. L’ablation génétique de HDAC6 ne
présente donc pas d’effet indésirable au moins dans un contexte non
pathologique.

L’ensemble de ces résultats indiquent que HDAC6 n’est pas indispensable et
que le niveau d’acétylation de la tubuline n’est pas critique pour le développement
embryonnaire et l’homéostasie chez l’adulte.
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2.4 La Rho-GTPase RhoA
Une autre voie de transduction du signal très importante pour la physiologie

des LT met en jeu de petites protéines G. Ces protéines, suite à l’activation d’un
récepteur transmembranaire, utilisent l’échange de GDP en GTP comme
interrupteur moléculaire pour déclencher ou inhiber des cascades de signalisation.

2.4.1 Fonctionnement général
La famille des Rho-GTPases appartient à la super famille des Ras GTPases

mais en diffère par un domaine Rho spécifique. Les trois principaux membres des
Rho-GTPases sont Rac-1, RhoA et Cdc42 qui sont des régulateurs clés de
nombreux processus fondamentaux des LT. Ainsi, Cdc42 est impliquée dans des
mécanismes contrôlant entre autres la morphologie cellulaire et la formation de
filopodes. Rac-1 est nécessaire dans les mécanismes de réorganisation du
cytosquelette, notamment dans la dynamique du réseau d’actine. RhoA participe,
par exemple, à la régulation des phénomènes de polarisation, d’adhérence, de
mobilité et de migration des LT. Les Rho-GTPases peuvent participer à de
nombreuses autres voies de signalisation en plus de celles liées au cytosquelette
d’actine. Ainsi, elles interviennent également dans la régulation de la polarité
cellulaire, de la transcription des gènes, de la progression du cycle cellulaire, de la
dynamique des microtubules, des voies de transport des vésicules, et d’une large
palette d’activités enzymatiques (Etienne-Manneville and Hall, 2002).

Les Rho-GTPases existent sous deux formes membranaires, l’une inactive liée
au GDP et l’autre active liée au GTP. La transition entre ces deux formes se fait
par l’intermédiaire d’enzymes : d’une part les GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) qui favorisent le remplacement du GDP par le GTP et d’autre
part les GAP (GTPase Activating Protein) qui facilitent l’hydrolyse du GTP en
GDP par la GTPase. Les Rho-GTPases peuvent également être séquestrées dans
le cytoplasme des cellules par des GDI (Guanine nucleotide Dissociation
Inhibitor) qui bloquent leur activité intrinsèque de GTPase. Les voies de
signalisation contrôlées par les Rho-GTPases impliquent de nombreuses protéines
effectrices dont certaines sont exprimées exclusivement dans les cellules
hématopoïétiques (Cantrell, 2003).

Un certain nombre de modifications post-traductionnelles peuvent également
permettre de moduler la localisation des Rho-GTPases. La phosphorylation de la
sérine 188 de RhoA a, par exemple, une fonction inhibitrice en favorisant la
liaison de RhoA aux GDI résultant en une séquestration de RhoA dans le
cytoplasme. Cette modification permet également de protéger RhoA d’une
dégradation par le protéasome (Lang et al., 1996; Rolli-Derkinderen et al., 2005;
Tkachenko et al., 2011). Une ubiquitination des Rho-GTPases va quant à elle
induire leur dégradation (de la Vega et al., 2011). Ce mécanisme est impliqué
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dans la dégradation locale de RhoA au lamellipode et dans les zones protrusives
permettant un maintien de la polarité de la cellule.

2.4.2 Fonctions cellulaires régulées
La Rho-GTPase RhoA est impliquée dans le phénomène de cytokinèse. A

l’anaphase, le fuseau dicte le site d’assemblage de l’anneau contractile nécessaire
à la division des cellules. L’assemblage et la contraction de cet anneau implique
l’activation de la myosine II et la polymérisation de l’actine, qui sont déclenchées
par la GTPase RhoA (Yüce et al., 2005).

De part leurs fonctions de remodelage du cytosquelette et de molécule de
signalisation, les Rho-GTPases régulent des processus importants au niveau du
système immunitaire (Figure 2.6). Les Rho-GTPases ont un rôle prépondérant
dans le développement des thymocytes. Ce rôle a d’abord été suggéré avec l’étude
de souris déficientes pour la GEF Vav1 (Crespo et al., 1997). Dans ces souris, le
développement des LT est partiellement bloqué au checkpoint du pré-TCR et
fortement bloqué aux niveaux des sélections négative et positive (Fischer et al.,
1995; Tarakhovsky et al., 1995; Turner et al., 1997; Zhang et al., 1995). Ces
mécanismes sont dépendants de l’activité GEF de Vav1 (Saveliev et al., 2009). La
plupart des informations concernant le rôle des Rho-GTPases dans les LT
provient de l’étude de souris transgéniques exprimant la transférase C3 de
Clostridium botulinum dans le lignage T. C3 est une toxine qui inactive les
fonctions de RhoA par ADP-ribosylation au niveau de son domaine effecteur.
Ainsi ces souris présentent un thymus plus petit et une sévère diminution de la
cellularité au niveau du thymus avec un défaut de production des T α/β et γ/δ
résultant d’un défaut de maturation, de prolifération et de survie au cours du
développement des LT. Des sections histologiques montrent une morphologie
anormale du thymus avec une jonction cortico-médullaire indistincte. Les organes
lymphoïdes périphériques secondaires comme la rate ou les ganglions
lymphatiques ne présentent pas de modification dans leur taille. Cependant la
cellularité est fortement réduite (Galandrini et al., 1997; Henning et al., 1997).

L’une des caractéristiques particulière des LT est leur capacité de migration.
La migration des LT dans les ganglions lymphatiques implique de traverser
l’endothélium vasculaire. Ce processus complexe suit une séquence d’événements
très régulés : la phase de rolling, l’activation des intégrines, l’adhésion et enfin
l’extravasation. L’ensemble de ces événements sont contrôlés par des récepteurs
activant des Rho-GTPases qui régulent de nombreuses molécules impliquées dans
le réarrangement du cytosquelette (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Jaffe and
Hall, 2005). Afin de pouvoir migrer les LT doivent acquérir une morphologie
polarisée composée à l’avant d’un lamellipode riche en actine et en Rac1 et
Cdc42 et à l’arrière d’un uropode riche en RhoA (Sanchez-Madrid, 1999; Ratner
et al., 1997; Krummel and Macara, 2006). RhoA joue un rôle important dans la
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transduction du signal issu des récepteurs chimiokiniques pour réguler le homing
des LT (Giagulli et al., 2004).

Une fois dans les ganglions lymphatiques, les LT qui rencontrent leur Ag
spécifique entrent en interaction étroite avec l’APC. La formation de la synapse
immunologique cause une réorganisation du cytosquelette d’actine/myosine et
des microtubules permettant un regroupement des molécules nécessaires à la
signalisation T. Les Rho-GTPases se retrouvent alors localisées à la synapse
immunologique (Singleton et al., 2009).

Les Rho-GTPases orchestrent donc les changements du cytosquelette et les
voies biochimiques menant à la polarisation des LT et jouent un rôle clé dans leur
activation.

Figure 2.6 – Rôle des Rho-GTPases et de leurs régulateurs dans le développement
et la fonction des LT (D’après (Tybulewicz and Henderson, 2009))
Les Rho-GTPases interviennent à différentes étapes clés tout au long du développement des LT.





Chapitre 3

Présentation du projet

Les facteurs de transcription FoxO, exprimés dans différents types cellulaires,
induisent un transcriptome dépendant du contexte cellulaire. Ainsi, afin d’étudier
les cibles transcriptionnelles de FoxO1 dans les LT, le laboratoire a réalisé une
expérience de puce à ADN dans une lignée T, les cellules Jurkat. Ces cellules,
issues d’une lignée T CD4+ leucémique, ont la particularité d’avoir une voie
PI3K/Akt constitutivement active car la lipide phosphatase PTEN (Phosphatase
and TENsin homolog mutated in multiple advanced cancers 1) est absente.
L’activation permanente de la sérine/thréonine kinase Akt qui en résulte
implique donc une exclusion nucléaire de FoxO1 et donc sa dégradation.
L’expression par infection rétrovirale d’une forme de FoxO1 mutée au niveau des
trois résidus normalement phosphorylés par Akt (FoxO1-TM), donc
constitutivement active, permet la restauration de l’activité transcriptionnelle de
FoxO1. Les puces ont donc été réalisées par comparaison du transcriptome induit
par l’infection d’un vecteur lentiviral codant la GFP ou le mutant
constitutivement actif de FoxO1, FoxO1-TM. Etonnament, les cibles classiques
de FoxO1 ne sont que modérément induites dans les cellules Jurkat. Cette étude
a permis de mettre en évidence un ensemble de gènes impliqués dans la
migration des cellules comme cd62l, edg1 et edg6 mais également d’identifier une
nouvelle cible transcriptionnelle de FoxO1, le gène fam65b, comme l’un des plus
fortement activé par FoxO1 (Fabre et al., 2008). En effet, les transcrits codant
Fam65b sont augmentés 13 fois dans les cellules Jurkat exprimant la forme active
de FoxO1. Ils correspondent donc aux transcrits les plus fortement régulés par
FoxO1 dans ce contexte. Cette nouvelle cible semblait d’autant plus intéressante
qu’elle avait également été identifiée au laboratoire dans un crible double-hybride
employant la Rho GTPase RhoA comme appât, mettant en évidence un lien
inattendu et nouveau entre la voie PI3K/Akt et celle des Rho GTPases.

Peu de travaux ont été consacrés à Fam65b. Ce gène code deux isoformes (1 et
2) de 1068 et 591 acides aminés respectivement, résultant d’un épissage alternatif
(Figure 3.1).
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Figure 3.1 – Représentation schématique des différentes isoformes de la protéine
Fam65b
Le domaine de liaison à RhoA représenté en rouge.

Ces deux isoformes sont préférentiellement exprimées dans les tissus
lymphoïdes et de façon plus restreinte dans le rein, les glandes surrénales, le
cerveau et l’endomètre.

Des données fonctionnelles disponibles dans la littérature sur la protéine
Fam65b montrent son implication dans des modifications morphologiques
observées au cours du développement placentaire et musculaire (Yoon et al.,
2007). En effet, lors de la différenciation myoblastique fœtale chez l’homme,
l’expression de Fam65b est augmentée et cette protéine induit la formation de
filopodes, cette fonction étant assurée par un domaine situé entre les acides
aminés 55 et 113. Ces résultats ont été confirmés dans des cellules musculaires de
caille où Fam65b induit la formation de myotubes (Hirayama and Kim, 2008).
Fam65b a également été impliquée dans la différenciation cytotrophoblastique
caractérisée par la formation de syncytia durant laquelle son expression est
nettement augmentée (Dakour et al., 1997). De plus, Fam65b a également été
identifiée comme marqueur dans une sous-population de cellules cancéreuses
prostatiques PC3 ayant des caractéristiques de cellules souches (Zhang and
Waxman, 2010). Ainsi l’expression de Fam65b est très forte dans ces cellules
mais diminue drastiquement dès lors que la tumeur commence à pousser
suggérant un rôle de Fam65b dans la différenciation cellulaire et la régulation du
cycle cellulaire. Une autre étude, publiée en 2012, a identifié fam65b comme un
gène répondant aux radiations impliqué dans la régulation de la mort
cellulaire (Smirnov et al., 2012). Ainsi, des expériences d’ARN interférence
dirigées entre autres contre Fam65b dans des lymphocytes B humains et des
cellules cancéreuses ont montré une augmentation de la sensibilité des cellules à
la mort induite par radiation.

Plus récemment, plusieures études menées dans différents modèles cellulaires
ont confirmé l’implication de Fam65b dans des modifications du cytosquelette.
L’équipe d’E. Gussoni a mis en évidence dans des cellules myogéniques humaines
fœtales, une interaction de Fam65b avec l’histone déacétylase HDAC6. Ainsi, lors
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de la différenciation de ces cellules, Fam65b inhibe l’activité de HDAC6
entraînant une augmentation de l’acétylation de la tubuline ce qui augmente la
stabilité des microtubules (Balasubramanian et al., 2014).

Des travaux récents ont également décrit une délétion dans la partie N-ter de
Fam65b (3ième exon - acide aminé 34 à 86) associée à une surdité congénitale chez
des familles de patients, liée à des anomalies des cellules ciliées au niveau de
l’oreille interne (Diaz-Horta et al., 2014). Ces résultats sont complétés par une
étude très récente reposant sur l’analyse d’un modèle murin dans lequel les exons
2 à 14 du gène fam65b sont remplacés par LacZ (Zhao et al., 2016). Dans ce
modèle, les oligomères de Fam65b forment un anneau à la base du cil. Cette
structure est nécessaire avec la taperine pour permettre une mécanotransduction
efficace. De plus, l’oligomérisation de Fam65b est régulée par sa liaison avec
RhoC.

Comme Fam65b ne semble pas doué de propriétés enzymatiques intrinsèques,
sa fonction pourrait impliquer des interactions protéines/protéines. Une
recherche systématique des interactants de Fam65b par double-hybride, réalisée
au laboratoire, a par ailleurs permis de mettre en évidence une interaction entre
Fam65b et RhoA. Des expériences de « pull-down » ont permis de valider cette
interaction et de montrer d’autre part que Fam65b se lie à la fois aux formes
active (liée au GTP) et inactive (liée au GDP) de RhoA via une séquence
comprise entre les acides aminés 55 et 113. Parallèlement, des expériences
réalisées à la fois in vitro et in vivo ont montré que Fam65b inhibe les processus
d’adhérence, de polarisation et de migration des LT en réponse aux chimiokines,
notamment CCL19 et que cela résultait d’une inhibition de l’activation de
RhoA (Rougerie et al., 2013). Cette fonction a également été observée par un
autre groupe dans les neutrophiles (Gao et al., 2015).

Parallèlement à cette étude, l’analyse des données regroupées sur
GEOProfiles 1 a permis de visualiser les modifications de l’expression de Fam65b
au cours de la réponse immunitaire. Ainsi le niveau d’expression de Fam65b est
élevé dans les LT naïfs mais totalement inhibé lors de la phase d’expansion
consécutive à une stimulation antigénique. Dans les LT mémoires pourtant
quiescents le niveau de Fam65b est très inférieur à celui des LT naïfs. De façon
plus fine, ces expériences montrent qu’au sein même du groupe mémoire, cette
protéine est plus exprimée dans les LT mémoires centraux que dans les LT
mémoires effecteurs. La capacité de réponse des LT à une stimulation antigénique
semble donc être corrélée au niveau d’expression de Fam65b.

Les premiers travaux sur Fam65b réalisés par le laboratoire ayant permis de
démontrer son rôle sur la mobilité des LT, j’ai dans un premier temps étudié le rôle
de Fam65b dans la prolifération. Dans un second temps, j’ai initié la caractérisation
d’un modèle murin déficient pour Fam65b dans le lignage T.

1. https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/ ?term=Fam65b
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Chapitre 4

Fam65b inhibe la prolifération
cellulaire in vitro

4.1 Fam65b inhibe la prolifération des cellules
leucémiques T humaines

Fam65b a été identifié comme une cible transcriptionnelle de FoxO1 dans les
cellules Jurkat. Dans ce modèle, les résultats obtenus au laboratoire montrent
que FoxO1 induit un arrêt de la prolifération. Nous nous sommes demandé quel
était le rôle de Fam65b dans ce processus.

Nous avons tout d’abord utilisé un modèle de lignée cellulaire, les cellules
Jurkat. Ces cellules sont issues d’une lignée T CD4+ leucémique dont la
phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog mutated in multiple
advanced cancers 1) est inactive. L’activation permanente de la sérine/thréonine
kinase Akt qui en résulte conduit à l’exclusion nucléaire et donc à la dégradation
du facteur de transcription FoxO1. Cette lignée cellulaire n’exprime donc pas
Fam65b.

Afin d’étudier l’effet de la réexpression de Fam65b sur la croissance des
cellules Jurkat, nous avons suivi la prolifération de cellules Jurkat transfectées
avec un vecteur contrôle permettant l’expression de la GFP ou de l’isoforme 2 de
Fam65b fusionnée à la GFP. La prolifération des cellules GFP+ est mesurée en
comptant tous les jours le nombre total de cellules vivantes et en quantifiant le
pourcentage de cellules GFP+ par cytométrie en flux. Contrairement aux cellules
contrôles, les cellules exprimant Fam65b ne prolifèrent plus (Figure 4.1 A). De
plus, une analyse du cycle cellulaire indique une accumulation significative en
phase G2/M des cellules exprimant Fam65b après trois jours de culture (Figure
4.1 B et C). Ce blocage du cycle cellulaire induit une mort des cellules (Figure
4.1 D).
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Figure 4.1 – L’expression de Fam65b inhibe la prolifération en perturbant la mitose
(A) Mesure de la prolifération de cellules Jurkat transfectées avec des vecteurs d’expression de la
GFP ou de Fam65b-GFP. (B) Profil de cycle cellulaire déterminé par cytométrie en flux trois jours
après transfection. (C) Quantification de la proportion de cellules Jurkat transfectées en phase
G2/M mesurée par cytométrie en flux. (D) Mesure de la proportion de cellules Jurkat transfectées
marquées avec l’Annexine V par cytométrie en flux. Résultats représentant des moyennes ± SD
d’au moins trois expériences indépendantes. Stat : t test pairé bilatéral.

4.2 Fam65b altère la formation du fuseau
mitotique

Pour aller plus loin dans notre analyse du mécanisme de blocage du cycle
cellulaire induit par Fam65b, nous avons utilisé un modèle de lignée cellulaire
adhérente, les cellules HeLa.

Dans cette lignée cellulaire non lymphoïde qui n’exprime pas Fam65b, nous
avons tout d’abord vérifié que nous retrouvions bien le blocage en phase G2/M
observé précédemment. Ainsi, 55% des cellules HeLa transfectées avec Fam65b sont
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en phase G2/M contre 29% des cellules contrôle GFP (Figure 4.2). Ce phénomène
n’est donc pas restreint aux LT.

Figure 4.2 – Le blocage du cycle cellulaire induit par Fam65b n’est pas restreint
aux lymphocytes
Profil de cycle cellulaire de cellules HeLa déterminé par cytométrie en flux trois jours après
transfection. Résultats représentatifs de trois expériences indépendantes. Stat : t test pairé
bilatéral.

Afin de pouvoir suivre en détail les différentes étapes du processus mitotique,
nous avons co-transfecté des cellules HeLa avec des vecteurs permettant
l’expression de la GFP comme contrôle ou de Fam65b-GFP ainsi que de l’histone
H2B-mCherry.

Nous avons ensuite suivi par vidéomicroscopie la dynamique de réorganisation
de l’ADN durant la mitose. Alors que les cellules contrôle se divisent rapidement
(43min), le temps nécessaire pour la division des cellules exprimant Fam65b est
environ deux fois plus long (94min) (Figure 4.3 A). D’autre part, dans les cellules
GFP+ les chromosomes s’alignent parfaitement sur la plaque métaphasique alors
que dans les cellules Fam65b+ on observe une mauvaise condensation de la
chromatine et une incapacité d’alignement des chromosomes menant à des
divisions anormales avec des chromatides non alignées (Figure 4.3 B et C).
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Figure 4.3 – L’expression de Fam65b dans des cellules en division perturbe les
étapes de la mitose
(A et C) Evaluation par vidéomicroscopie du temps nécessaire aux cellules HeLa co-transfectées
avec les vecteurs d’expression de l’histone H2B-mCherry et de la GFP (n=22) ou de Fam65b-
GFP (n=27) pour se diviser. (B) Mesure par vidéomicroscopie du temps nécessaire aux cellules
HeLa co-tansfectées pour l’alignement des chromosomes. (C) Images représentatives obtenues à
partir des films réalisés sur les HeLa transfectées. Stat : t test non pairé bilatéral.
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Fam65b a déjà été impliquée dans la régulation de l’élongation des
microtubules. Or le mouvement des chromosomes est dû à un complexe
macromoléculaire, le fuseau mitotique, composé de trois principaux acteurs : les
centrosomes, les microtubules constitutés d’α-tubuline et les chromosomes. C’est
pourquoi nous avons suivi la formation du fuseau mitotique au cours de la
division de cellules HeLa co-tansfectées par des vecteurs codant la mCherry seule
ou Fam65b et l’α-tubuline-GFP par vidéomicroscopie. Nous avons observé que,
contrairement aux cellules contrôle, les cellules exprimant Fam65b présentent un
réseau de tubuline désordonné et une absence de formation claire du fuseau
mitotique. Ainsi, l’expression forcée de Fam65b au moment de la division des
cellules empêche la bonne formation du fuseau mitotique induisant un bloquage
de la mitose (Figure 4.4).

Figure 4.4 – L’expression de Fam65b déstabilise la formation du fuseau mitotique
Evaluation par vidéomicroscopie de la capacité des cellules HeLa co-transfectées avec des vecteurs
d’expression de l’α-tubuline-GFP et de mCherry (n=14) ou Fam65b-mCherry (n=20) à former
un fuseau mitotique. Images représentatives obtenues à partir des films réalisés sur les HeLa
transfectées.

4.3 Le complexe Fam65b-HDAC6-14-3-3 induit
l’arrêt de la prolifération

Fam65b étant dépourvu de fonction enzymatique intrinsèque, sa fonction
inhibitrice du cycle cellulaire pourrait être médiée par des interactions
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protéine-protéine. Afin de mieux étudier le mécanisme moléculaire mis en jeu,
nous avons étudié l’implication des partenaires connus de Fam65b dans l’arrêt de
la prolifération.

4.3.1 L’inhibition de la prolifération est indépendante de
RhoA

Il a précédemment été montré au laboratoire que Fam65b inhibe par sa liaison
l’activité de RhoA, une petite protéine G impliquée dans la cytokinèse. Aussi notre
première hypothèse fut que cette intéraction pouvait être responsable de l’effet
anti-prolifératif de Fam65b.

Figure 4.5 – L’effet anti-prolifératif de Fam65b n’est pas dû à son inhibition de
l’activité de RhoA
(A) Détermination de la capacité de liaison de Fam65b et du mutant Fam65b RL151-152AA à
RhoA dans des 293T par Pull down. (B) Mesure de la prolifération de cellules Jurkat transfectées
avec des vecteurs d’expression de la GFP, de Fam65b-GFP ou de Fam65b RL151-152AA-GFP.
Résultats représentant des moyennes ± SD d’au moins trois expériences indépendantes. Stat : t
test pairé bilatéral.

Afin de tester cette hypothèse, nous avons utilisé un mutant de Fam65b dans
lequel l’arginine 151 et la leucine 152 sont mutées en alanines (Fam65b
RL151-152AA). Ce mutant possède la particularité de ne plus lier RhoA (Figure
4.5 A). Nous avons donc suivi la prolifération de cellules Jurkat transfectées avec
un vecteur contrôle permettant l’expression de la GFP, de Fam65b WT-GFP ou
de Fam65b RL151-152AA-GFP. Comme précédemment, la prolifération des
cellules GFP+ est mesurée en comptant tous les jours le nombre total de cellules
vivantes et en quantifiant le pourcentage de cellules GFP+ par cytométrie en flux.
Tout comme la forme WT de Fam65b, le mutant Fam65b RL151-152AA inhibe
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la prolifération des cellules Jurkat, ce qui indique que l’activité anti-proliférative
de Fam65b n’est pas due à son inhibition de l’activité de RhoA (Figure 4.5 B).

4.3.2 L’inhibition de la prolifération nécessite la
phosphorylation de Fam65b

Une recherche systématique des interactants de Fam65b par un crible
double-hybride réalisé dans le laboratoire avait permis de mettre en évidence une
interaction non seulement avec RhoA mais également avec 14-3-3, ici nommée
YWHAG (Figure 4.6). Cependant, 14-3-3 est une famille de protéines impliquée
dans la régulation de nombreux processus cellulaires tels que la progression du
cycle cellulaire et capable de se lier à de très nombreuses cibles. Ceci pose donc la
question de la spécificité de l’interaction détectée par ce crible double-hybride.

Figure 4.6 – Résultats du crible double hybride montrant une interaction entre
Fam65b et 14-3-3

Pour confirmer les résultats obtenus, nous avons effectué une recherche in
silico des molécules interagissant avec Fam65b. A partir de la base de données
Uniprot nous avons découvert huit interactions possibles 1 (Figure 4.7).

1. Données obtenues via :
http ://www.ebi.ac.uk/intact/pages/interactions/interactions.xhtml ?query=Q9Y4F9*



92 CHAPITRE 4. FAM65B INHIBE LA PROLIFÉRATION
CELLULAIRE IN VITRO

Figure 4.7 – Liste des protéines interagissant avec Fam65b

Parmi les protéines détectées, on retrouve également 14-3-3. Or cette
interaction a été mise en évidence par un crible double-hybride utilisant comme
appât 14-3-3γ. Cette expérience est donc le miroir de celle réalisée précédemment
et permet d’étayer la spécificité de l’interaction observée.

14-3-3 est une famille de protéines qui se lient à leur cible principalement si
ces dernières possèdent des sérines ou des thréonines phosphorylées au niveau de
sites spécifiques. La recherche dans les banques de données nous a confirmé que
Fam65b possédait de tels motifs contenant des sérines et des thréonines
phosphorylables. En effet, deux articles (Mayya et al., 2009; Navarro et al., 2011)
montrent que Fam65b contient effectivement les motifs GIIRS∗QSFAGFSG et
ITKQLVKRLTS∗AEVPMATDRL dont les sérines situées en position 21 et en
position 573 (repérées par un ∗) peuvent être phosphorylées. De plus, une
publication récente montre que Fam65b peut être phosphorylée dans les
neutrophiles. Nous avons donc commencé par évaluer l’état de phosphorylation
de Fam65b dans les cellules Jurkat transfectées par western blot en traitant les
lysats cellulaires avec de la phosphatase λ.

Nous avons alors observé une diminution du poids moléculaire apparent de
Fam65b après traitement suggérant que la protéine est phosphorylée dans les
cellules Jurkat (Figure 4.8).



4.3. LE COMPLEXE FAM65B-HDAC6-14-3-3 INDUIT L’ARRÊT DE LA
PROLIFÉRATION

93

Figure 4.8 – Fam65b est phosphorylée dans les cellules Jurkat transfectées
Les lysats de cellules Jurkat transfectées avec un vecteur codant la GFP ou Fam65b-GFP ont
été traités avec de la phosphatase λ et analysés par western blot

4.3.3 L’inhibition de la prolifération est médiée par
l’interaction de Fam65b et 14-3-3

Un mutant non phosphorylable de Fam65b dans lequel 5 résidus sérine
(positions 21, 37, 341, 523, 535) ont été mutés en alanine a été précédemment
décrit (Fam65b S(x5)A) pour avoir perdu sa capacité à lier 14-3-3 (Figure 4.9 A).
Nous avons donc testé si ce mutant a un effet anti-prolifératif et observé que
Fam65bS(x5)A a perdu sa capacité à inhiber la prolifération des cellules Jurkat
(Figure 4.9 B).

Ainsi, la phosphorylation de Fam65b est nécessaire pour induire son activité
anti-proliférative et suggère donc un rôle de la formation du complexe
Fam65b/14-3-3 dans le rôle anti-prolifératif de Fam65b.
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Figure 4.9 – L’effet anti-prolifératif de Fam65b est induit par son interaction avec
14-3-3
(A) Détermination de la capacité de liaison de Fam65b et du mutant Fam65bS(x5)A à 14-3-3 dans
des 293T transfectées par immunoprécipitation. (B) Mesure de la prolifération de cellules Jurkat
transfectées avec des vecteurs d’expression de la GFP, de Fam65b-GFP ou de Fam65bS(x5)A-
GFP. Résultats représentant des moyennes ± SD d’au moins trois expériences indépendantes.
Stat : t test pairé bilatéral.

4.3.4 L’inhibition de HDAC6 induit un arrêt de la
prolifération

De précédents travaux ont montré que 14-3-3 interagit avec une histone
déacétylase particulière puisque cytoplasmique HDAC6 (classe II) dont la cible
principale est la tubuline. L’inhibition de l’activité de HDAC6 conduit à un arrêt
de la prolifération, ce que nous avons vérifié par l’utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique de HDAC6 (Figure 4.10).
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Figure 4.10 – L’inhibition de HDAC6 bloque la progression du cycle cellulaire en
phase G2/M
(A) Profils de cycle cellulaire de cellules Jurkat traitées avec une dose croissante d’inhibiteur
de HDAC6 déterminés par cytométrie en flux. Résultats représentatifs de trois expériences
indépendantes. (B et C) Représentation de la prolifération des cellules traitées et de la proportion
de cellules en phase G2/M (respectivement) en fonction du traitement. Stat : t test pairé bilatéral

4.3.5 L’effet anti-prolifération de Fam65b passe par
l’inhibition de HDAC6

Fam65b est capable d’inhiber l’activité déacétylase de HDAC6. En effet, nous
avons pu observer par cytométrie en flux dans des cellules Jurkat transfectées
avec un vecteur codant la GFP ou Fam65b-GFP qu’il y a plus de tubuline
acétylée lorsque Fam65b est exprimée (Figure 4.11 A). L’effet anti-proliferatif de
Fam65b pourrait donc être médié par l’inhibition de l’activité de HDAC6 via son
interaction avec 14-3-3.
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Figure 4.11 – L’inhibition de l’activité déacétylase de HDAC6 par Fam65b est
nécessaire à son effet anti-prolifératif
(A) Mesure par cytométrie en flux dans des cellules Jurkat transfectées avec un vecteur codant la
GFP ou Fam65b-GFP du niveau de tubuline acétylée un jour après transfection. (B) Mesure de
la prolifération de cellules Jurkat co-transfectées avec des vecteurs codant mCherry ou Fam65b-
mCherry et GFP ou HDAC6-GFP. Résultats représentant des moyennes ± SD d’au moins trois
expériences indépendantes. Stat : t test pairé bilatéral

Pour tester cette hypothèse, nous avons tout d’abord essayé de réverser l’effet
anti-prolifératif de Fam65b en co-transfectant un excès de HDAC6 dans des
cellules Jurkat où l’expression de Fam65b est forcée.

Cette expérience nous a permis de démontrer qu’un excès de HDAC6 pouvait
en partie restaurer le phénotype des cellules Jurkat exprimant Fam65b (Figure
4.11 B).

4.3.6 La phosphorylation de Fam65b est nécessaire pour
la formation du complexe Fam65b/14-3-3/HDAC6

Nous avons ensuite étudié le rôle de la phosphorylation de Fam65b sur les
interactions entre ces trois partenaires.

Pour cela, nous avons co-transfecté des vecteurs permettant l’expression de
HDAC6 et de 14-3-3 avec la forme WT de Fam65b ou mutante Fam65bS(x5)A et
réalisé une co-immunoprécipitation en utilisant un Ac anti-Myc (Figure 4.12).
Ainsi, un complexe de trois partenaires ne peut se former qu’avec la forme WT
de Fam65b. Ainsi la capacité de liaison de 14-3-3 à des cibles non phosphorylées
ne semble pas intervenir dans ce mécanisme. L’ensemble de ces résultats montre
que l’effet anti-prolifératif de Fam65b résulte de la capacité de sa forme
phosphorylée à former un complexe avec HDAC6 et 14-3-3.
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Figure 4.12 – La propriété anti-proliférative de Fam65b résulte de sa capacité à
interférer avec HDAC6 et 14-3-3
Détermination de la capacité de Fam65b à former un complexe trimoléculaire avec HDAC6
et 14-3-3 en fonction de son état de phosphorylation dans des 293T co-transfectées par
immunoprécipitation.

4.4 L’état de phosphorylation de Fam65b
modifie sa localisation subcellulaire

Afin d’évaluer l’impact de la phosphorylation de Fam65b sur sa localisation
subcellulaire, nous avons transfecté des cellules Jurkat avec différents mutants de
Fam65b, Fam65b S(x9)A qui n’est plus phosphorylable, RL151-152AA qui ne lie
plus RhoA et Fam65b S(x9)A & RL151-152AA qui combine les deux mutations
(Figure 4.13). La localisation de Fam65b est déterminée en mesurant les
intensités de fluorescence cytoplasmique et membranaire puis en calculant le
ratio de ces deux valeurs pour déterminer l’index de fluorescence. Ainsi, un index
supérieur à 1 indique une localisation cytoplasmique alors qu’un index inférieur à
1 signifie que la protéine est membranaire. La forme sauvage de Fam65b ainsi
que les mutants RL151-152AA et Fam65b S(x9)A & RL151-152AA sont
cytoplasmiques alors que le mutant Fam65b S(x9)A est, quant à lui, très enrichi
au niveau membranaire. La phosphorylation de Fam65b ainsi que son interaction
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avec RhoA influencent donc sa localisation subcellulaire.

Figure 4.13 – L’état de phosphorylation de Fam65b influence sa localisation
subcellulaire
Détermination de la localisation subcellulaire de Fam65b dans des cellules Jurkat transfectées en
fonction de son état de phosphorylation par épifluorescence. Images représentatives des cellules
transfectées étudiées (Panneau gauche). Mesure de l’index de fluorescence, correspondant au
ratio de l’intensité de fluorescence cytoplasmique sur celle de la membrane (Panneau droit).
Pour chaque condition, n=16 à 18 cellules.

4.5 Fam65b contrôle la prolifération des cellules
T

Dans un second temps, nous avons analysé les conséquences de la régulation
de la division cellulaire de LT primaires par Fam65b.

Dans un LT au repos, FoxO est nucléaire et actif donc Fam65b doit être
exprimé. Après stimulation du TCR, FoxO est phosphorylé et exclu du noyau
donc l’expression de Fam65b doit diminuer (Figure 4.14 A).

Nous avons vérifié ceci dans des lymphocytes T primaires humains (CD3
totaux) purifiés à partir du sang de donneurs sains (PBT) à la fois aux niveaux
transcriptionnel et protéique et ainsi observé une diminution rapide de
l’expression de Fam65b compatible avec l’activité transcriptionnelle de FoxO1
suite à une activation in vitro avec des billes couplées à des anticorps anti-CD3 et
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anti-CD28 (Figure 4.14 B et C). La diminution de l’expression de Fam65b au
cours de la stimulation n’est pas liée aux conditions de culture puisque son
expression reste stable dans des cellules non stimulées maintenues en culture. De
plus, en triant des PBT dans les différentes phases du cycle cellulaire, nous avons
pu établir que l’expression de Fam65b est restreinte à la phase G0 (Figure 4.14
D).

Figure 4.14 – L’expression de Fam65b diminue au cours de l’activation
(A) Schéma représentant l’évolution de l’expression de Fam65b au cours de l’activation de LT. (B
et C) Cinétiques d’expression de Fam65b mesurées par RT-PCR et western blot (respectivement)
dans des LT primaires humains maintenus en culture ou activés avec des billes couplées à des Ac
anti-CD3 et anti-CD28. (D) Analyse par western blot de l’expression de Fam65b dans des LT
primaires humains triés dans les différentes phases du cycle cellulaire. Stat : t test pairé bilatéral

Afin de révéler l’importance fonctionnelle de cette diminution d’expression,
nous avons suivi les conséquences du maintien de l’expression de Fam65b pendant
l’activation des LT. Pour cela, nous avons transfecté des PBT avec un vecteur
plasmidique permettant soit l’expression de la GFP soit de Fam65b fusionné à la
GFP. Ces cellules ont ensuite été marquées avec une sonde fluorescente, le Cell
Trace Violet (CTV), puis stimulées pendant 3 jours avec des billes couplées à des
anticorps anti-CD3 et anti-CD28. A chaque division, la cellule divise son contenu
en deux cellules filles identiques. Ceci nous permet, en suivant la dilution de la
sonde fluorescente par cytométrie en flux, de connaitre le nombre de divisions
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effectuées (Figure 4.15 A).

Figure 4.15 – L’expression de Fam65b est inversement corrélée avec la prolifération
des lymphocytes T activés
(A) Représentation schématique de l’analyse de la prolifération grâce à la sonde fluorescente CTV.
(B) Analyse par cytométrie en flux de la prolifération de LT primaires humains (CD3 totaux)
transfectés avec des vecteurs codant la GFP ou Fam65b-GFP quatre jours après activation in
vitro avec des billes couplées à des Ac anti-CD3 et anti-CD28. Les lignes grises représentent
les cellules exprimant le vecteur. (C) Analyse par cytométrie en flux de la prolifération de LT
primaires humains transfectés avec des siRNA contrôle (siCT, ligne noire) ou dirigés contre
Fam65b (siFam65b, ligne grise) et activés comme décrit en (B). Résultats représentatifs d’au
moins trois expériences indépendantes. Stat : t test pairé bilatéral

Les cellules transfectées par la GFP montrent plusieurs pics de division alors
que les cellules Fam65b+ ne prolifèrent pas (Figure 4.15 B).
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Cette inhibition de prolifération ne semble pas due à un problème de
signalisation précoce. En effet, différents événements intervenant plus ou moins
rapidement après stimulation comme la phosphorylation de Erk ainsi que la
relocalisation vers le noyau de NFAT (événement très précoce après stimulation
(Figure 4.16 A et B) et l’acquisition de marqueurs membranaires tel que CD69
(evénements plus tardifs plusieurs heures après stimulation (Figure 4.16 B) ont
été analysés.

Figure 4.16 – L’inhibition de la prolifération par Fam65b ne joue pas sur la
signalisation précoce
(A) Analyse par cytométrie en flux de l’expression de pErk dans des PBT transfectés après
3min de stimulation avec des Ac anti-CD3 et anti-CD28. (B) Analyse du pourcentage de NFAT
nucléaire par ImageStream dans des PBT transfectés et activés in vitro. (C) Analyse par
cytométrie en flux de l’expression de CD69 dans des PBT transfectés après 8h de culture en
présence ou non de billes couplées à des Ac anti-CD3 et anti-CD28.

Il n’y a pas de différence dans la relocalisation nucléaire du facteur NFAT
quelque soit le type de stimulation entre les cellules contrôle et les LT transfectés
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avec Fam65b. De même, pour la phosphorylation de Erk et l’acquisition de
CD69, aucune différence n’est observable.

D’autre part, comme approche complémentaire, nous avons également inhibé
l’expression de Fam65b par des expériences d’ARN interférence (siRNA) afin
d’étudier les effets de la diminution de l’expression de Fam65b précédant
l’activation des LT primaires via une stimulation TCR. Les cellules Fam65bkd

(Fam65b « Knock-Down ») montrent alors une plus grande capacité de
prolifération que les cellules contrôle (Figure 4.17).

Figure 4.17 – L’inhibition de Fam65b favorise la prolifération des LT
Analyse par cytométrie en flux de la prolifération de LT primaires humains transfectés avec des
siRNA contrôle (siCT, ligne noire) ou dirigés contre Fam65b (siFam65b, ligne grise) quatre jours
après activation in vitro avec des billes couplées à des Ac anti-CD3 et anti-CD28. L’efficacité
des siRNA est évaluée par western blot. Résultats représentatifs d’au moins trois expériences
indépendantes. Stat : t test pairé bilatéral

Nous avons ensuite étudié la prolifération de cellules CD45RA+ après
activation avec des doses croissantes de billes couplées à des anticorps anti-CD3
et anti-CD28 suite à la déplétion de Fam65b par siRNA (Fam65bkd).

En absence de stimulation aucune prolifération n’est observée. Cependant, les
cellules Fam65bkd prolifèrent à des doses sub-optimales de stimulation qui
n’induisent que peu de prolifération des cellules contrôle (Figure 4.18).
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Figure 4.18 – L’expression de Fam65b régule le seuil d’activation des LT
Mesure de la dilution de CellTrace Violet par cytométrie en flux dans des LT primaires humains
CD45RA+ transfectés avec des siRNA quatre jours après stimulation avec des doses croissantes
de billes couplées à des Ac anti-CD3 et anti-CD28.

Les LT primaires périphériques ayant une capacité hétérogène de prolifération
suivant leur état de différenciation, nous avons purifié les populations CD45RA+

(naïves donc seuil élevé) et CD45RO+ (mémoires donc seuil plus faible) de sang
périphérique et comparé par western blot le niveau d’expression de Fam65b dans
ces populations (Figure 4.19). Nous avons pu constater que le faible seuil
d’activation des CD45RO+ corrèle avec une plus faible expression de Fam65b
comparé aux cellules naïves CD45RA+.

Figure 4.19 – Fam65b participe aux capacités fonctionnelles des LT mémoires
(A) Mesure de la dilution de CellTrace Violet par cytométrie en flux dans des LT primaires
humains CD45RA+ ou CD45RO+ trois jours après stimulation avec des doses croissantes de
billes couplées à des Ac anti-CD3 et anti-CD28. (B) Analyse de l’expression de Fam65b dans des
LT primaires humains naïfs (CD45RA+) ou mémoires (CD45RO+) par western blot.
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Ces résultats montrent qu’il existe une corrélation inverse entre le niveau
d’expression de Fam65b dans la cellule et la capacité des LT primaires humains à
proliférer suite à une stimulation du TCR. L’inhibition de l’expression de
Fam65b est donc un pré-requis à la prolifération.



Chapitre 5

Etude du rôle de Fam65b dans un
modèle de souris Fam65bko

De précédents résultats obtenus in vitro au laboratoire nous ont permis de
voir que Fam65b lie et inhibe l’activité de RhoA ce qui bloque la migration des
LT. De plus, nous avons également montré que Fam65b lie et inhibe HDAC6 et
contrôle la prolifération des LT primaires et des cellules transformées. Nous avons
donc voulu étudier le rôle de Fam65b dans un contexte plus physiologique.
Plusieurs modèles murins existants semblent intéressants dans le cadre de cette
étude. En effet, les souris invalidées pour les facteurs de transcription FoxO
présentent un défaut de développement des LTreg, une infiltration lymphocytaire
dans de nombreux organes, des centres germinatifs anormaux et développent une
autoimmunité. Il existe également des souris transgéniques C3 transferase qui
miment un défaut de fonction de la GTPase Rho. Ces souris présentent un défaut
de maturation, de prolifération et de survie des LT se traduisant par une
diminution massive de la cellularité au niveau du thymus et à la périphérie.
Enfin, les souris invalidées pour HDAC6 présentent une hyperacétylation de la
tubuline-α et une faible diminution de production d’Ac T dépendant. Bien que le
développement des LT soit normal, les LTreg déficients pour HDAC6 ont une
meilleure activité suppressive. L’ensemble de ces résultats nous ont donc amené à
développer un modèle murin que j’ai commencé à caractériser.

5.1 Etablissement d’un modèle murin
d’invalidation de Fam65b

Nous avons généré un modèle de souris « Knock-Out » (KO) pour Fam65b dans
le lignage T. En effet, les souris Fam65bko ont été obtenues par croisement entre
des souris dont les exons 3 et 4 du gène fam65b ont été encadrés de séquences
lox et une souris exprimant la recombinase Cre sous le promoteur CD4. Ainsi, la
délétion sera effective dans tous les LT puisque lors du développement thymique
tous les LT passent par un stade double positif et expriment à la fois les molécules
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CD4 et CD8 (Figure 5.1 A). L’extinction de l’expression de fam65b dans les LT a
été vérifiée par Western Blot (Figure 5.1 B).

Figure 5.1 – Modèle de souris Fam65bko dans le lignage T
(A) Croisement permettant l’obtention de souris Fam65bko. (B) Vérification par Western Blot
de l’inhibition de l’expression de Fam65b dans des LT purifiés issus du thymus et de la rate.

5.2 L’activité des partenaires de Fam65b est
modifiée dans les LT des souris Fam65bko

Nous avons tout d’abord vérifié au niveau moléculaire les conséquences de
l’invalidation de Fam65b sur l’activité de ses deux partenaires, RhoA et HDAC6.

5.2.1 L’activité de RhoA est augmentée dans les LT
Fam65bko

Nous avons pu constater que dans les LT des souris Fam65bko, alors que la
quantité de RhoA est identique aux souris WT (Figure 5.2 A), la quantité de RhoA
actif, analysée par cytométrie en flux à l’aide d’un Ac spécifique de cette forme,
est augmentée (Figure 5.2 B). L’inhibition de l’activité de RhoA par Fam65b est
donc bien conservée dans ce modèle murin.
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Figure 5.2 – Les LT Fam65bko ont une plus forte activité de RhoA
(A) Mesure de la quantité totale de RhoA par cytométrie en flux dans des LT purifiés des
ganglions périphériques. (B) Mesure de la quantité de RhoA-GTP par cytométrie en flux dans
des LT purifiés des ganglions périphériques (Panneau Gauche). Niveaux de RhoA-GTP issus de
8 expériences indépendantes, les moyennes de fluorescence de chaque expérience sont normalisées
par rapport à la moyenne des valeurs des souris WT (Panneau Droite).

5.2.2 L’activité de HDAC6 est augmentée dans les LT
Fam65bko

Nous avons également vérifié l’inhibition de HDAC6 par Fam65b dans ce
modèle. Pour tester l’activité déacétylase de HDAC6, nous avons analysé la
quantité de tubuline acétylée dans les ganglions périphériques de souris WT ou
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Fam65bko par Western Blot (Figure 5.3). Les LT Fam65bko issus des ganglions
expriment moins de tubuline acétylée. Fam65b inhibe donc HDAC6 dans les
ganglions lymphatiques dans ce modèle. Il est important de noter que cette
diminution de la tubuline acétylée s’accompagne d’une augmentation importante
de la quantité de tubuline totale.

Figure 5.3 – Les LT Fam65bko issus des ganglions n’expriment plus de tubuline
acétylée
Mesure par Western Blot du niveau d’acétylation de la tubuline dans des LT purifiés issus des
ganglions périphériques (Panneau Gauche). Quantification des résultats de deux expériences
indépendantes obtenus par Western Blot (Panneau Droite).

5.3 Vérification du rôle de Fam65b sur la
prolifération de LT murins in vitro

Nous avons ensuite évalué si les LT issus de souris Fam65bko se comportait
comme les LT Fam65bkd humains. Pour cela, des LT issus des ganglions de souris
WT et Fam65bko ont été marqués avec la sonde fluorescente CTV puis stimulés
avec des doses croissantes d’Ac anti-CD3 soluble en présence de splénocytes de
souris CD3εko irradiés servant d’APC (Figure 5.4). La prolifération des LT est
analysée après trois et quatre jours de stimulation. On retrouve ainsi plus de
cellules Fam65bko dans chacun des pics de division.
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Figure 5.4 – Les LT Fam65bko ont un seuil d’activation diminué
Mesure de la dilution de CellTrace Violet par cytométrie en flux dans des LT WT (Rouge)
et Fam65bko (Bleu) après stimulation in vitro en présence de doses croissantes d’Ac anti-CD3
soluble sur des APC.

5.4 Phénotype des souris Fam65bko à l’état de
base

5.4.1 Evaluation de la cellularité

Dans un premier temps, nous avons évalué la cellularité totale des différents
organes au niveau de base.

Seuls les glanglions des souris Fam65bko présentent une légère diminution dans
leur cellularité (Figure 5.5). Celle-ci se retrouve dans le nombre de LT comptés
dans les différents organes après purification (Figure 5.6).
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Figure 5.5 – Evaluation de la cellularité des différents organes lymphoïdes
Le nombre de cellules viables est compté sur lame de Malassez en présence de bleu Trypan après
dilacération des organes sur un tamis. Les moyennes sont représentées par les barres noires. Stat :
t test non pairé bilatéral.

Figure 5.6 – Evaluation du nombre de LT dans les différents organes lymphoïdes
Le nombre de LT est compté après purification négative sur lame de Malassez en présence de
bleu Trypan ou calculé à partir du pourcentage de cellules CD3+ obtenus par cytométrie en flux.
Les moyennes sont représentées par les barres noires. Stat : t test non pairé bilatéral.
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Au niveau du thymus, aucune différence n’est observée dans la répartition des
sous-populations de thymocytes (Double Négatif (DN), Double positif (DP), CD4,
CD8). Au sein des LT périphériques, la proportion de LT CD4+, CD8+ et LTreg
observée dans la rate et les ganglions n’est pas affectée (Figure 5.7).

Figure 5.7 – Evaluation de la proportion des différentes sous-populations de LT
dans les différents organes lymphoïdes
Les différentes sous-populations sont marquées avec des Ac spécifiques et analysées par cytométrie
en flux. Stat : t test non pairé bilatéral.

De plus, l’absence de Fam65b n’induit pas de phénotype activé dans les LT
comme le montre l’analyse du marqueur CD69 (Figure 5.8).
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Figure 5.8 – Evaluation de l’auto-activation des LT dans les différents organes
lymphoïdes
Mesure du pourcentage de cellules exprimant le marqueur CD69 par cytométrie en flux. Stat : t
test non pairé bilatéral.

Il ne semble donc pas y avoir de différences majeures dans le nombre de
cellules T retrouvées au niveau des organes lymphoïdes secondaires. Cependant,
il existe un défaut majeur dans la quantité de cellules retrouvées dans le sang des
souris (Figure 5.9). En effet, chez les souris Fam65bko, on retrouve environ deux
fois moins de LT (CD3+) aussi bien CD4+ que CD8+ en circulation dans le sang
alors que les quantités de cellules B (B220) et myéloïdes (CD11b) sont identiques
à celles observées dans les souris WT.
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Figure 5.9 – Evaluation de la composition cellulaire du sang des souris
Chaque sous-population est marquée par des Ac spécifiques et analysée par cytométrie en flux.
Pour chaque sous-population, la quantité de cellules est calculée en effectuant un ratio du nombre
de cellules acquises en fonction d’un nombre de billes défini. Stat : t test non pairé bilatéral.

5.4.2 L’expression des marqueurs CD62L et CD44 est
modifiée

Dans le but d’évaluer l’activation spontannée des LT de nos souris, nous
avons analysé par cytométrie en flux l’expression des marqueurs CD44 (Figure
5.10 A), permettant de distinguer les cellules mémoires des cellules naïves, et
CD62L (Figure 5.10 B), dont l’expression est caractéristique des cellules naïves.

La marquage CD44 laisse apparaître une différence au niveau de la population
intermédiaire. En effet, le maximum d’intensité de cette population est plus faible
dans les LT issus des souris Fam65bko que dans ceux des souris WT. De plus, on
observe également une diminution du pourcentage de LT CD4+ exprimant CD44
dans la rate.

Le marquage CD62L révèle quant à lui une expression plus forte de ce
marqueur à la surface des LT Fam65bko par rapport aux LT WT et ce quelque
soit leur organe d’origine.
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Figure 5.10 – Profil d’expression de CD44 et CD62L sur les LT
Mesure par cytométrie en flux du niveau d’expression de CD44 (A) et CD62L (B) à la surface
de LT spléniques de souris WT et Fam65bko.
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Les LT issus de souris Fam65bko expriment donc plus de CD62L et moins de
CD44.

Nous nous sommes alors demandé si ces différences d’expression membranaire
pouvaient être dues à un niveau de transcription différent entre les souris WT et
Fam65bko. Nous avons donc mesuré la quantité d’ARNm de CD44 (Figure 5.11
A) et de CD62L (Figure 5.11 B) dans des LT CD4+ naïfs purifiés de ganglions
lymphoïdes par RT-PCR. Les données obtenues à partir de quatre couples
indépendants de souris WT et Fam65bko montrent qu’il n’y a pas de différence de
transcription de CD44 et CD62L.

Figure 5.11 – Les niveaux de transcription de CD44 et CD62L sont identiques
Mesure du niveau de transcription par RT-PCR de CD44 (A) et CD62L (B) dans des LT CD4+

naïfs de quatre couples de souris indépendants. Les moyennes sont normalisées sur la quantité
de transcrits observée dans les souris WT.

Les différences observées dans l’expression de CD44 et CD62L ne sont donc
pas liées à leur régulation transcriptionnelle. Cependant, l’expression de ces
protéines peut également être régulée directement à la membrane via protéolyse
par action de métalloprotéases.

Ainsi, les souris Fam65bko ne présentent pas de problème phénotypique majeur
à l’état de base. Seule une légère diminution du nombre de LT dans les ganglions
et surtout dans les sang des souris Fam65bko a pu être observée.

5.4.3 La production d’Ig n’est pas modifiée dans le modèle
Fam65bko

Les souris déficientes pour HDAC6 présentant une diminution de production
d’Ac, nous avons également mesuré la quantité d’immunoglobulines sécrétées
dans le sérum de souris WT et Fam65bko à l’aide d’un kit de dosage (Figure
5.12).
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Figure 5.12 – La quantité d’immunoglobulines sécrétées dans le sérum n’est pas
différente
Dosage des différents types d’immunoglobulines sécrétées dans le sérum effectué à l’aide d’un kit
Milliplex.

Dans notre modèle de souris Fam65bko il n’y a pas de différence significative
observable dans la quantité d’immunoglobulines sécrétées dans le sérum de souris
saines.
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Les travaux effectués au cours de ma thèse m’ont permis d’établir que
Fam65b, une cible transcriptionnelle nouvellement identifiée de FoxO1, inhibe
non seulement la migration mais également la prolifération des LT. J’ai pu
mettre en évidence que la régulation de ces deux processus mettait en jeu des
voies de signalisation différentes. En effet, alors que le blocage de la migration
résulte de l’inhibition de la voie RhoA, l’arrêt de la prolifération met en jeu
l’inhibition de la déacétylase HDAC6. J’ai également pu mettre au jour une
corrélation entre le niveau d’expression de Fam65b et le seuil d’activation des LT.
Certains éléments expérimentaux suggèrent l’implication de cette régulation dans
les caractéristiques fonctionnelles des LT mémoires. J’ai enfin initié l’étude d’un
modèle murin Fam65bko, établi au laboratoire.

Dans cette dernière partie, nous aborderons tout d’abord le rôle de Fam65b
comme facteur de quiescence. Puis nous reviendrons sur les mécanismes
moléculaires mis en jeu par Fam65b pour réguler des fonctions essentielles des
LT. Enfin, nous discuterons les observations effectuées sur le modèle Fam65bko.

Fam65b, un facteur de quiescence
Les résultats obtenus dans les LT primaires humains montrant une expression

forte de Fam65b dans les cellules en G0, drastiquement réprimée au cours de la
prolifération et ceux indiquant que le maintien de son expression bloque la
prolifération permettent d’identifier Fam65b comme un réel facteur de
quiescence. Toutefois, l’inhibition de l’expression de Fam65b dans des LT
quiescents n’induit pas de prolifération spontannée des cellules en absence de
stimulus comme cela a pu être observé dans les souris FoxO1ko et
FoxO3ko (Gubbels Bupp et al., 2009; Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al., 2009).
Ces données confirment donc que la quiescence cellulaire est un état maintenu
par de nombreux leviers moléculaires devant être levés pour permettre aux
cellules de cycler. Fam65b serait donc l’un de ces leviers.

Bien qu’ayant mis en évidence que le niveau d’expression de Fam65b régule
le potentiel prolifératif des LT, le mécanisme de cette régulation reste encore à
établir. Nous avons vu dans l’introduction que les LT quiescents ont besoin d’un
certain délai de latence, correspondant au passage de la fenêtre de restriction, avant
d’entrer dans leur premier cycle de division. Ce délai peut être réduit en jouant sur
plusieurs paramètres comme la force du signal TCR et la présence de facteurs de
co-stimulation. Fam65b inhibant la prolifération consécutive à une stimulation du
TCR, il est alors possible d’envisager que Fam65b puisse jouer son rôle d’inhibiteur
de la prolifération au niveau de cette fenêtre de restriction. Ainsi, une plus faible
expression de Fam65b favoriserait le passage de cette fenêtre de restriction.

Nous avons également vu au cours de l’introduction que la durée des phases
« Gap » peut être réduite à partir du deuxième cycle de division (Mishima et al.,
2014). Le mécanisme moléculaire régulant ce phénomène n’étant pas connu,
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l’inhibition de l’expression de Fam65b pourrait être une clé dans la mise en place
de ce mécanisme.

Nous avons observé que l’inhibition de son expression permet l’entrée en cycle
des LT dans des conditions de stimulation sous optimales. Il semble donc qu’une
plus faible expression de Fam65b rende les LT plus facilement activables. Fam65b
agirait donc sur le seuil d’activation des LT. Dans les LT mémoires, nous avons
observé une plus faible expression de Fam65b comparé aux LT naïfs. Or les LT
mémoires ont un seuil d’activation inférieur à celui des LT naïfs (Pihlgren et al.,
1996). Les résultats obtenus par Allam et al. (Allam et al., 2009) montrant que,
dans les LT mémoires, l’activation de la voie PI3K/Akt est nécessaire pour
diminuer l’expression protéique de FoxO1 pour maintenir ces LT dans un état
plus « avancé » du cycle cellulaire, ainsi que les résultats que nous avons obtenus
suggèrent que la régulation de l’expression de Fam65b via FoxO1 pourrait être
l’un des mécanismes moléculaires impliqué dans la plus grande réactivité des LT
mémoires. Il est également envisageable que la régulation du potentiel prolifératif
par Fam65b intervienne dans une seconde caractéristique des LT mémoires, leur
capacité d’auto-renouvellement. En effet, l’expression de Fam65b inhibant la
prolifération, il est possible que l’expression réduite de Fam65b dans la
population de LT mémoires soit favorable à ce processus de prolifération
homéostatique.

L’induction de l’expression de Fam65b dans des cellules
transformées, un exemple de signal contradictoire

L’expression de Fam65b a précédemment été testée au laboratoire dans un
panel de lignées cellulaires. Ainsi, les lignées cellulaires CEM, 293T, HeLa,
NIH3T3 ou encore Jurkat n’expriment pas Fam65b et sont en constante
prolifération. L’expression forcée de Fam65b dans ces lignées cellulaires
transformées ou immortalisées induit un arrêt du cycle cellulaire en perturbant
leur mitose et conduit à la mort des cellules. Dans les cellules Jurkat, la
phosphatase PTEN est inactive. Cette phosphatase déphosphoryle entre autres
les Phosphatidyl-Inositol (3, 4, 5) triphosphates (PI(3,4,5)P3) et l’IP(1-3-4-5)4.
L’accumulation de PI(3,4,5)P3 dans ces cellules induit une activation permanente
de la sérine/thréonine kinase Akt, ce qui conduit à une exclusion nucléaire donc
à une inhibition de l’activité du facteur de transcription FoxO1. Cette voie de
signalisation, induisant la prolifération, est donc « ON » de façon constitutive.
Or, comme nous l’avons vu, Fam65b est un facteur de quiescence. En forçant
l’expression de Fam65b dans ces cellules en prolifération, nous bloquons une voie
de signalisation constitutive. L’intégration de ces deux signaux opposés conduit à
la mort des cellules. Cet exemple illustre bien le concept de signaux
contradictoires évoqué dans l’introduction. Au niveau moléculaire, on peut
envisager que l’activité constitutive d’Akt induise la cellule à se diviser. Pour se
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diviser, la cellule doit mettre en place un fuseau mitotique qui ne peut se former
correctement à cause de l’inactivation de HDAC6 par Fam65b.

Fam65b est impliqué dans la régulation de structures
mécano-transductrices

Nous avons montré que, dans des LT, Fam65b inhibe la déacétylase HDAC6
responsable de la régulation de l’acétylation de la tubuline. Ce résultat a
également été obtenu par une autre équipe dans des cellules myogéniques
humaines (Balasubramanian et al., 2014). La tubuline est l’un des composants à
la base de la structure des microtubules qui composent notamment le cil
primaire. Cette excroissance membranaire est retrouvée à la surface de
nombreuses cellules et est connue pour contrôler le cycle cellulaire. HDAC6, en
déacétylant la tubuline, réduit la stabilité des microtubules et induit la réduction
du cil pendant la mitose (Forcioli-Conti et al., 2016). On peut donc envisager que
Fam65b, en inhibant HDAC6, stabilise le cil primaire et donc la quiescence
(Figure 5.13).

Figure 5.13 – Mécanisme de régulation du cil primaire par Fam65b
Le désassemblage du cil primaire est nécessaire pour permettre la libération du centrosome et
l’initiation de la division cellulaire. Ce mécanisme est médié par l’activité de la déacétylase
HDAC6. En inhibant HDAC6, Fam65b stabilise le cil primaire donc la quiescence des cellules.
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Cette hypothèse est renforcée par deux travaux récents montrant que Fam65b
est localisée à la membrane plasmique de cellules ciliées de l’oreille interne et que
des mutations de Fam65b engendrent des syndrômes de surdité résultant d’un
défaut de ce cil (Diaz-Horta et al., 2014; Zhao et al., 2016). Il est cependant
surprenant de constater que, dans la seconde étude, la régulation du stéréocil par
Fam65b semble impliquer son interaction avec la famille des Rho GTPases, alors
même que nos résultats montrent que cette interaction n’intervient pas dans le
potentiel anti-prolifératif de Fam65b.

D’autre part, bien qu’une étude, récente mais peu convaincante, décrive la
présence d’un cil primaire dans les LT (Prosser and Morrison, 2015), ces cellules
sont a priori décrite comme des cellules non ciliées (Finetti et al., 2011).
L’implication du cil primaire dans la régulation de la prolifération par Fam65b
peut donc à première vue paraître surprenante. Touefois, un certain nombre de
travaux ont montré le rôle de protéines spécifiquement impliquées dans la
machinerie du cil primaire telles que IFT20 (Finetti et al., 2009; Finetti and
Baldari, 2013) ou encore Hedgehog (Roche et al., 2013) dans le fonctionnement
des LT.

Aspects moléculaires

L’interaction de Fam65b avec ses partenaires RhoA et HDAC6 est régulée par
son état de phosphorylation. Nous avons montré que la phosphorylation de
Fam65b est nécessaire pour former un complexe trimoléculaire avec HDAC6 et
14-3-3 et inhiber la prolifération. Au contraire, la phosphorylation de Fam65b
empêche sa liaison avec RhoA. La localisation subcellulaire de Fam65b est
également différente suivant son état de phosphorylation. L’étude des
conséquences de la phosphorylation de Fam65b sur sa localisation subcellulaire
montre que le mutant de Fam65b non phosphorylable (mutant Fam65b S(x9)A)
est membranaire. De plus, l’abolition de l’interaction Fam65b/RhoA (mutant
RL151-152AA) induit une localisation cytoplasmique de Fam65b. L’ensemble de
ces résultats suggère donc une localisation membranaire de Fam65b non
phosphorylé et lié à RhoA et une localisation cytoplasmique du complexe
Fam65b phosphorylé/HDAC6/14-3-3. Comme le montre la figure 5.14, la
régulation des processus de migration et de prolifération des cellules ferait
intervenir une interaction de Fam65b avec différents partenaires, interaction
elle-même dépendante de l’état de phosphorylation de Fam65b. Nous n’avons
cependant pas encore identifié la kinase responsable de la phosphorylation de
Fam65b. Ce mécanisme corrèle avec un changement de localisation subcellulaire
de Fam65b.
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Figure 5.14 – Mécanismes moléculaires d’inhibition de la migration et de la
prolifération par Fam65b
La liaison de Fam65b à RhoA au niveau membranaire empêche son chargement en GTP et inhibe
la migration des cellules. La phosphorylation de Fam65b par une kinase (non identifiée) induit un
décrochage de RhoA et une liaison au niveau du cytoplasme avec HDAC6 et 14-3-3 permettant
l’inhibition de la prolifération.

Un phénotype moléculaire fort sans conséquence majeure
in vivo ?

Ayant montré le rôle de Fam65b in vitro sur deux processus majeurs de la
physiologie des LT, nous avons établi un modèle de souris invalidée pour ce gène
afin d’étudier les conséquences de son expression dans un contexte plus intégré.
Fam65b inhibant à la fois la migration et la prolifération, nous nous attendions à
des modifications importantes dans ces souris Fam65bko, y compris à l’état de
repos (« Steady state »). Deux modèles murins, établis préalablement, étaient
tout particulièrement importants pour cette partie de mon travail : les souris où
les gènes foxo1 et hdac6 ont été invalidés. Dans les souris FoxO1ko, on observe
une répartition anormale des cellules dans les organes et une activation
spontannée des LT. Dans le modèle murin HDAC6ko, bien qu’une
hyperacétylation de la tubuline dans de nombreux tissus soit observée, les souris
sont viables et leur système immunitaire est normal en absence de
stimulation (de Zoeten et al., 2011).

L’absence de phénotype majeur dans la répartition des LT et de leur
activation ne provient pas de phénomène de compensation, souvent observé dans
des souris où un gène est invalidé de façon chronique, puisque l’activité de deux
partenaires de Fam65b que nous avons identifiés est bien modifiée dans les LT
des souris Fam65bko. En effet, nous avons observé que le niveau de tubuline
acétylée est moins important dans les LT issus des ganglions des souris
Fam65bko. Ce résultat est cohérant avec ceux obtenus in vitro montrant que
Fam65b inhibe HDAC6 et ceux obtenus dans le modèle murin HDAC6ko. Nous
avons également remarqué que dans les souris Fam65bko, le niveau de tubuline
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totale est beaucoup plus important que dans les souris WT. Les microtubules
sont des structures hautement dynamiques qui oscillent entre des phases
d’élongation et de raccourcissement (Valiron et al., 2001). L’acétylation de la
tubuline est associée à un état stable des microtubules. Fam65b par son activité
inhibitrice sur HDAC6 pourrait donc participer à la régulation de la stabilité des
microtbules. Quant à l’activation de RhoA, là encore, nos résultats montrent que
l’absence de Fam65b induit une activation plus importante de cette Rho GTPase.

L’analyse plus fine de la répartition et du phénotype des LT issus des souris
Fam65bko montre cependant quelques différences sur lesquelles nous allons revenir.

Régulation de l’expression des marqueurs CD62L et CD44

Au niveau du phénotype, si nous n’avons pas vu de variation dans la
répartition des sous-populations de LT, nous avons pu observer, de façon
surprenante, une augmentation de l’expression de CD62L et une diminution de
l’expression de CD44. En inhibant l’expression de CD62L, Fam65b a ici un effet
antagoniste aux facteurs de transcription FoxO. Cependant, la régulation de
l’expression de cette molécule n’est pas que transcriptionnelle. En effet,
l’expression membranaire de CD62L implique également un clivage
protéolytique (Preece et al., 1996) et est partiellement dépendante de la
phosphorylation des protéines ERM, elle-même dépendante de l’activité de
RhoA (Ivetic et al., 2004). Il a été montré au laboratoire que les LT Fam65bko

présentent une activité augmentée de RhoA. Il semble donc possible que ce
niveau d’activation de RhoA entraine un niveau de phosphorylation des protéines
ERM plus élevé, soutenant donc un plus grand nombre de molécules CD62L à la
membrane des cellules.

Les protéines ERM participent également à la stabilisation de CD44 à la
membrane plasmique des cellules. On aurait donc pu penser que le mécanisme
décrit ci-dessus pour CD62L agisse également sur la régulation de l’expression
membranaire de CD44. Mais son expression peut aussi être régulée par l’action
de métalloprotéases comme MMP-9. Ceci a notamment été montré dans des
cellules cancéreuses mais pourrait s’appliquer aux LT, expliquant ainsi la
diminution de l’expression de CD44 (Annabi et al., 2005b; Annabi et al., 2005a;
Chetty et al., 2012).

Ce résultat surprenant en comparaison de l’activation spontannée des LT
observée dans les souris FoxOko pourrait donc s’expliquer par le fait que, dans
notre modèle, la diminution de l’expression de CD44 et l’augmentation de
CD62L serait uniquement le résultat d’une augmentation de l’activation de RhoA
et ne correspondrait pas à un état de moindre activation des LT Fam65bko.
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Fam65b joue sur la prolifération et la migration
L’absence de modification de la répartition des LT dans les souris Fam65bko

peut elle aussi être masquée par la conjonction de deux phénomènes. Nous avons
en effet observé récemment que si il n’y a pas de différence visible dans les
organes lymphoïdes classiquement analysés chez la souris (rate, ganglions
périphériques et mésentériques...), il existe en fait une diminution importante des
LT dans le sang des souris Fam65bko. Les souris qui n’expriment pas Fam65b ont
environ deux fois moins de LT circulants. Il pourrait s’agir d’un défaut de
production et/ou de sortie des thymocytes. Nous n’avons cependant observé
aucune accumulation des cellules dans le thymus des souris Fam65bko ni de
différence dans la composition des sous-populations de thymocytes. D’autres
hypothèses à envisager sont une plus grande mortalité des cellules Fam65bko

circulantes ou une migration plus importante des LT dans des organes non
lymphoïdes, hypothèse qui corrèlerait avec l’expression plus importante de
CD103 à la surface des LT issus des souris HDAC6ko.

Même si nous n’avons pas encore expliqué la diminution des LT dans le sang
des souris, il est intéressant de noter que ce défaut de cellularité observé dans le
sang n’est pas retrouvé dans les organes lymphoïdes secondaires, où seule une
légère diminution du nombre de LT est détectée dans les ganglions. De
précédentes expériences, menées en collaboration avec le groupe de Jens Stein
(Université de Berne), ont démontré que les LT Fam65bko ont une vitesse de
migration intra-nodale plus faible résultant d’une trajectoire moins rectiligne
comparée aux LT WT. Les LT Fam65bko verraient alors leur arrivée à proximité
d’un canal lymphatique efférent retardée et seraient donc retenus plus longtemps
dans les ganglions. Ce phénomène permettrait d’expliquer pourquoi la cellularité
des organes lymphoïdes secondaires est sensiblement similaire entre les souris
WT et Fam65bko alors que le nombre de cellules dans le sang est si différent.

Nous avons montré que Fam65b joue sur la prolifération et la migration. Ces
deux fonctions sont intrinsèquement liées dans la physiologie des LT. En effet, un
LT quiescent donc exprimant Fam65b doit être capable de migrer dans les
organes lymphoïdes secondaires afin de recevoir ses signaux de survie et d’être
activé. Dès lors que le LT est stimulé par un Ag étranger, l’expression de Fam65b
diminue, le LT perd sa capacité de migration dans les organes lymphoïdes et
acquiert ses fonctions effectrices. Fam65b apparait donc comme un effecteur des
facteurs de transcription FoxO faisant un lien entre ces deux fonctions cellulaires
majeures.

Un paradoxe reste cependant à éclaircir. En effet, de précédents résultats,
obtenus in vitro lors d’expériences de Transwell, montrent que Fam65b par son
inhibition de l’activité de RhoA diminue la migration de LT primaires humains.
Fam65b apparait alors comme un facteur de quiescence inhibant la migration et
s’oppose alors aux facteurs de transcription FoxO qui induisent un programme
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pro-quiescence et pro-migration. Les mécanismes régulant la migration dans nos
deux systèmes expérimentaux pourraient faire intervenir un ensemble de
partenaires différents expliquant le rôle antagoniste de Fam65b dans la régulation
de la migration.

Conclusion générale
En conclusion, l’ensemble de ce travail a permis d’identifier Fam65b comme

un nouveau marqueur de la quiescence cellulaire. Cette protéine bloque la
prolifération en inhibant HDAC6 et augmente le seuil d’activation des LT. De
plus, les résultats obtenus précédemment au laboratoire avaient permis de
montrer que Fam65b inhibe la migration en modulant l’activité de la Rho
GTPase RhoA. L’ensemble de ces résultats laisse apparaître Fam65b comme un
nouvel effecteur de FoxO capable d’interagir avec divers partenaires afin de
contrôler conjointement des fonctions cellulaires majeures comme la migration et
la prolifération. Fam65b se présente donc comme un nouvel acteur important
dans le contrôle de la réponse immune.
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Culture cellulaire

Les lymphocytes T humains ou PBT (Peripheral Blood T cells) sont isolés à
partir d’un cône d’aphérèse de sang de donneurs sains (ESF, Site Saint
Antoine-Crozatier, Paris) par centrifugation (1800 rpm, 20 min) sur gradient de
Ficoll (Pancoll human, Biotech) puis déplétion négative sur billes magnétiques
(Human T cell Enrichment Kit, Stem Cell). Les lymphocytes T naïfs
(CD45RA+) et mémoires (CD45RO+) sont ensuite obtenus par déplétions
négatives sur billes magnétiques (respectivement Anti Human CD45RO Particles
et Anti Human CD45RA Particles, BD Biosciences). Les cellules ont ensuite été
cultivées en milieu RPMI supplémenté de 10% de sérum humain AB,
d’antibiotiques (pénicilline 50U/mL, Streptomycine 50µg/mL, Gibco), de
glutamine (4mM, Gibco) et de sodium pyruvate (1mM, Gibco).

Les cellules Jurkat sont cultivées en milieu RPMI et les cellules HeLa et 293T
en milieu DMEM, supplémentés de 10% de sérum de veau fœtal (Dominique
Dutscher), d’antibiotiques (pénicilline 50U/mL, Streptomycine 50µg/mL, Gibco),
de glutamine (4mM, Gibco) et de sodium pyruvate (1mM, Gibco).

Les cellules sont cultivées dans des flasques 25cm2 ou 75cm2 ventilées (Falcon,
Becton Dickinson Biosciences) à 37◦C avec 5% de CO2 et 90% d’humidité.

Constructions et inhibiteurs pharmacologiques

Constructions plasmidiques Fam65b-Iso2 a été amplifié par PCR sur la base
du vecteur Fam65b-V5 ( (Yoon et al., 2007)). Le fragment de PCR ainsi obtenu a
été introduit dans le vecteur pEGFP-N1 (Clontech). Fam65b-Iso1 a été amplifié par
PCR sur la base d’ADNc de lymphocytes T humains et introduit de façon similaire
dans pEGFP-N1. Les mutants ponctuels de Fam65b (RL151-152AA : Arg151 et
Leu152 en Ala ; S(x5)A : Ser 21, 37, 341, 523, 535 en Ala) ont été obtenus par
mutagénèse dirigée (kit Quickchange, Agilent Technologies). Le vecteur Fam65b-
mCherry a été construit en introduisant l’ORF de mCherry au niveau du site
AgeI/NotI du vecteur Fam65b-pEGFP. Les constructions Fam65b WT et Fam65b
S(x5)A Myc ont été obtenues en introduisant l’ORF de Fam65b dans le vecteur
pEF au niveau du site SpeI/EcoRV. Les constructions plncx-Histone 2B-mCherry
et plncx2-Tubuline-YFP ont été fournies par Clarisse Berlioz (Institut Cochin,
France) et le vecteur pEGFP-N1-HDAC6 a été obtenu chez Addgene. Le plasmide
14-3-3-HA a été fourni par JL Andersen (Brigham Young University, Provo, UT).
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Liste des primers utilisés :
pEGFP-Fam65b RL151-152AA (F) 5’-tgtatccagcgaGCcGCccaggatggtgccagcaaaatgaagca-3’
pEGFP-Fam65b RL151-152AA (R) 5’-tgcttcattttgctggcaccatcctggGCgGCtcgctggataca-3’
pEGFP-Fam65b S(x5)A
S21A (F) 5’-atcattagaagccagGcctttgcgggtttcagcggc-3’
S21A (R) 5’-gccgctgaaacccgcaaaggCctggcttctaatgat-3’
S37A (F) 5’-ggcgatccaggtgtaacGccttcattgaaaatt-3’
S37A (R) 5’-aattttcaatgaaggCgttacacctggatcgcc-3’
S523A (F) 5’-ctggtcaagaggctcacaGCTgcagaggtgccaatggcc-3’
S523A (R) 5’-ggccattggcacctctgcAGCtgtgagcctcttgaccag-3’
S535A (F) 5’-atggccacagacaggctgctcGCTgagggttctgttggtgga-3’
S535A (R) 5’-tccaccaacagaaccctcAGCgagcagcctgtctgtggccat-3’
S341A (F) 5’-cccttcagaggagaatgGCCatgtacagccagggtacc-3’
S341A (R) 5’-ggtaccctggctgtacatGGCcattctcctctgaaggg-3’

pmCherry-Fam65b (F) 5’-atacatACCGGTCGCCACATGgtgagcaagggcgaggagga-3’
pmCherry-Fam65b (R) 5’-atgtatGCGGCCGCttacttgtacagctcgtccatgccg-3’
pEF-Fam65b Myc (F) 5’-atacatACTAGTatgttggtaggatcccagtctttttcgcc-3’
pEF-Fam65b Myc (R) 5’-gtcatgaatttggatgatattctaaaaaagGATATCatacat-3’

Inhibiteurs pharmacologiques L’antagoniste spécifique de HDAC6,
CAY-10603, a été décrit et caractérisé par (Dhanyamraju et al., 2015).

La protéine phosphatase λ a été obtenue chez Millipore.

Souris Fam65bko

En collaboration avec la plateforme de recombinaison homologue de l’Institut
Cochin, nous avons généré un modèle murin déficient pour Fam65b sur fond
génétique C57BL/6 (« Backcross » réalisés en fonction du test MAX-BAX
(Charles River Genetic Testing Service) permettant de déterminer les animaux
ayant le plus fort pourcentage de similarité avec le fond génétique désiré, ici
99,61% de similarité avant le dernier « backcross »). Pour cela, deux séquences
loxP ont été introduites par PCR de part et d’autre des exons 3 et 4 du gène
fam65b. Les animaux possédant de tels sites sur leurs deux allèles ont ensuite été
croisés avec des souris transgéniques exprimant la recombinase Cre sous le
contrôle du promoteur complet (promoteur/enhancer/silencer) du co-récepteur
CD4 (Souris Fam65bko). La Cre étant exprimée dès le stade double positif (CD4+

CD8+) lors du développement thymique des LT, Fam65b est supprimé dans
l’ensemble des LT matures. Des animaux possédant les sites loxP de part et
d’autre des exons 3 et 4 mais n’exprimant pas la Cre sont utilisés comme
contrôles (Souris WT) dans toutes les expériences présentées. Les souris WT et
Fam65bko ont systématiquement été choisies, sauf indication contraire, dans la
même portée et de même sexe. Les soins portés aux animaux ont été réalisés par
les techniciens et vétérinaires de l’animalerie de l’Institut Cochin.

Isolement des LT à partir des organes lymphoïdes de souris

La rate, les ganglions lymphatiques périphériques et mésentériques, le thymus
et les plaques de Peyer ont été prélevés sur des souris sacrifiées puis dissociés à
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l’aide du piston d’une seringue dans 1mL de PBS (Gibco) contenant 2% de sérum
de veau fœtal. Les organes sont ensuite filtrés grâce à un tamis (BD Falcon) puis
les cellules récoltées sont lavées (centrifugation 1800rpm, 2min, 4◦C). Une lyse
des globules rouges est effectuée sur les splénocytes par resuspension du culot
cellulaire dans 1mL de tampon ACK (155mM NH4Cl (Sigma), 10mM KHCO3
(Sigma), 1mM EDTA (Invitrogen), pH=7.3) et incubation 2min à 4◦C. La lyse est
arrêtée par ajout de 9mL de PBS 2% SVF puis lavage des cellules. Les cellules sont
comptées en bleu Trypan sur lame de Malassez puis les LT totaux sont purifiés
par sélection négative (Mouse T Cell Isolation Kit, Stem Cell) selon le protocole
du fournisseur.

Les cellules sont ensuite marquées pour être analysées par cytométrie en flux
ou conservées sous forme de culot sec à -80◦C pour le western blot.

Transfection des cellules

5.106 PBT par cuve sont lavés dans du PBS et resuspendus dans 100µL de
Human T Cell Nucleofactor Solution (Lonza). Ces cellules sont transfectées par
nucléofection avec le programme U-014 (Amaxa Biosystems) par 5µg d’ADN
plasmidique ou 2µL d’une solution de 100µM d’ARNi OTP SMART pool
(Dharmacon) dirigés contre Fam65b humain ou des séquences non cibles comme
contrôle.

5.106 cellules Jurkat par cuve sont lavées dans du PBS et resuspendues dans
500µL de RPMI Medium 1640 sans rouge phénol 0% sérum (Gibco). Ces cellules
sont transfectées par électroporation classique (Système BioRad à 270V et 950µF)
avec 5µg d’ADN plasmidique.

Les cellules HeLa et 293T sont transfectées avec de la Lipofectamine 2000
(Invitrogen) suivant les instructions du fabriquant.

Extraction ARN et qRT-PCR

Les ARN totaux sont extraits à l’aide du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) puis
dosés à l’aide d’un NanoDrop. La synthèse d’ADNc est effectuée à l’aide du kit
Advantage RT for PCR Kit (Clontech Laboratories) en utilisant 1µg d’ARN total
et des séquences primers hexamériques aléatoires dans un volume final de 20µL.
La RT-PCR quantitative est effectuée à l’aide du kit Light Cycler Fast Start DNA
Master plus SYBR Green kit (Roche Diagnostics). Les gènes d’intérêt sont détectés
en utilisant des primers dessinés avec le logiciel Oligo6 (Molecular Biology Insights)
et optimisés pour donner des amplicons uniques de 80-130 nucléotides.

Les séquences des primers sont les suivantes :
ppia (F) 5’-GGTGACTTCACACGCCATAATG-3’
ppia (R) 5’-ACAAGATGCCAGGACCCGTAT-3’
Fam65b (F) 5’-GCGGAGTTTAACCTCAGCAG-3’
Fam65b (R) 5’-CCTTCAGGTGTGACTTTGGC-3’
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Cytométrie en flux

Marquage Annexine V, CD62L, CD69 et pErk sur LT primaires Le
marquage Annexine V (BD Pharmingen, PE Annexin V Apoptosis Detection kit
I) est effectué sur 1.106 cellules. Les cellules sont lavées en PBS puis reprises dans
100µL de Binding Buffer 1X (dilution dans de l’eau distillée au 1/10ième du Binding
Buffer contenu dans le kit) Après ajout de 5µL d’Ac, les cellules sont incubées 15
minutes à l’abri de la lumière à température ambiante. 400µL de Binding Buffer
1X sont ensuite ajoutés puis les cellules sont analysées dans l’heure.

Les marquages CD62L et CD69 sont effectués sur 1.105 cellules. Les cellules sont
lavées en PBS et incubées 20 minutes à l’abri de la lumière à température ambiante
dans une dilution d’anticorps au 1/20ième en PBS + 5% SVF (respectivement
PE Mouse anti human CD62L, PE Mouse anti human CD69, BD Pharmingen).
Après lavage en PBS + 5% SVF les cellules sont reprises dans du PBS afin d’être
analysées.

Pour analyser la phosphorylation de Erk dans les PBT transfectés, 106

cellules sont fixées avec 4% de PFA pendant 10min, perméabilisées avec du
méthanol à -20◦C pendant 1h, incubées avec un Ac primaire anti-pErk (Cell
Signaling Technology ref. 4370) en PBS 0,2% BSA pendant 30min à température
ambiante puis avec un Ac secondaire (F(ab’)2-Goat anti-Rabbit IgG (H+L),
Thermofisher ref. A-21246).

L’acquisition est effectuée sur un FACS Calibur à l’aide du logiciel CellQuest
Pro (BD Biosciences) ou sur un LSR Fortessa (BD Biosciences) à l’aide du logiciel
d’acquisition Diva. L’analyse des résultats est réalisée sur le logiciel FlowJo (Tree
Star).

Mesure de la prolifération par marquage au Cell Trace Violet Les PBT
sont lavés deux fois en PBS pour se débarrasser de toutes traces de milieu de
culture ou de sérum puis resuspendus à une concentration de 106 cellules par mL
dans une solution de 5µM Cell Trace Violet (Invitrogen). Les cellules sont ensuite
incubées à 37◦C à l’abri de la lumière pendant 20 minutes. Un volume de PBS
10% SVF froid correspondant à 5 fois le volume de charge est alors ajouté pour
stopper l’absorption de Cell Trace par les cellules. Après centrifugation, les cellules
sont resuspendues en RPMI 10% SAB à 106 cellules par mL et réparties dans une
plaque 96 puits à fond rond (Falcon, 2.105 cellules par puits). Les LT sont stimulés
par des billes couplées à des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 à raison d’une bille
pour 5 cellules (Dynabeads, Life Technologies) puis placés à l’étuve.

Les LT murins purifiés sont lavés en RPMI sans sérum et resuspendus à une
concentration de 2.106 cellules/mL. 1µL de Cell Trace Violet (5mM, Invitrogen)
par mL de suspension cellulaire est ajouté puis les cellules sont incubées 20 minutes
à 37◦C à l’abri de la lumière. Du SVF pur est ensuite ajouté volume à volume afin
de stopper la réaction puis les cellules sont lavées deux fois en milieu de culture.
Pour l’activation, 2,5.105 splénocytes de souris CD3εko irradiés (20trs, 30 Grey)
sont mélangées avec 5.104 LT marqués et une dose croissante d’Ac anti-CD3 (BD
553 057) soluble (Volume final 200µL) par puits dans une plaque 96 puits à fond
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rond. Les cellules sont ensuite placées à l’étuve.
Les mesures sont effectuées sur un LSRII (BD Biosciences) à l’aide du logiciel

d’acquisition Diva et l’analyse des résultats est effectuée sur le logiciel FlowJo
(Tree Star).

Analyse du cycle cellulaire Les analyses de cycle sont effectuées sur 106

cellules. Les cellules sont lavées en PBS puis resuspendues dans 1mL de PBS
contenant 4% de paraformaldéhyde (PFA) pendant 10 minutes à température
ambiante. Après fixation, les cellules sont perméabilisées dans du PBS 1mM
d’EDTA et 0,1% de Saponine et conservées dans ce même tampon à 4◦C jusqu’au
jour de la lecture. Le jour de l’analyse les cellules sont resuspendues dans du PBS
1mM EDTA additionné de 50µg/mL de Iodure de Propidium (Sigma) et de
200µg/mL de RNAseA (Sigma) puis incubées 30 minutes à 37◦C. La lecture du
cycle est réalisée sur un LSR Fortessa (BD Biosciences) à l’aide du logiciel
d’acquisition Diva et l’analyse des résultats est effectuée sur le logiciel FlowJo
(Tree Star).

Phénotypage des souris Les cellules resuspendues en PBS 2% SVF sont
distribuées dans des plaques 96 puits à fond rond (Greiner Bioscience ; 6.106

cellules par puits). Les cellules sont incubées pendant 15 min avec un Ac
anti-CD16/32 purifié (FcγRII/III block ; 2.4G2). Les cellules sont ensuite
marquées avec les Ac de surface (CD4, CD8, CD69, CD44, CD62L, TCRβ ou
CD3 (BD Bioscience)) pendant 15min à 4◦C. Puis le marquage intracellulaire
FoxP3 est réalisé à l’aide du kit Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience).

L’acquisition est effectuée sur un LSR II (BD Biosciences) à l’aide du logiciel
d’acquisition Diva. L’analyse des résultats est réalisée sur le logiciel FlowJo (Tree
Star).

Evaluation de la quantité de RhoA actif vs total Les LT purifiés de
ganglions de souris WT et Fam65bko sont lavés en PBS 5% SVF froid et fixés en
PFA 4%. Les cellules sont alors incubées avec un Ac primaire anti-RhoA-GTP
(NewEast Biosciences) ou anti-RhoA (Cytoskeleton) dilués dans un tampon de
perméabilisation (PBS, 0,5% saponine, 5% SVF, 4mM NaN3) pendant 30
minutes à 4◦C. Après lavage, les cellules sont ensuite incubées avec un Ac
secondaire couplé à un fluorochrome dilué dans le tampon de perméabilisation
pendant 30 minutes à 4◦C. L’acquisition est effectuée sur un FACScan (Becton
Dickinson) à l’aide du logiciel CellQuest et les résultats sont analysés sur le
logiciel FlowJo (Tree Star).

Microscopie

Analyse de la mitose Les expériences de Time-lapse sont effectuées sur des
cellules HeLa cultivées sur des lamelles à l’aide d’un microscope Zeiss Axiovert
200 à 37◦C. L’objectif 20X a été utilisé et les images acquisent avec la caméra
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CoolSnap HQ (Photometrics). Les images ont été analysées avec le logiciel Image
J.

Analyse de la localisation de Fam65b Pour chaque cellule, une mesure de
la fluorescence au niveau de la membrane et du cytoplasme est réalisée à l’aide du
logiciel ImageJ. Le ratio des valeurs obtenues permet de déterminer la localisation
subcellulaire de la protéine. Dans le cas où le ratio est supérieur à 1, la protéine est
cytoplasmique. Dans le cas où le ratio est inférieur à 1, la protéine est membranaire.
Dans le cas où le ratio est égal à 1, la fluorescence est répartie de façon uniforme
entre le cytoplasme et la membrane.

L’acquisition se fait sur un microscope (Nikon TE2000) à épifluorescence équipé
d’une caméra CCD 16 Bits (Cascade, Princeton Instruments). Grâce à une chambre
thermostatée, l’ensemble de l’expérience peut être effectuée à 37◦C. Pour la partie
optique, nous avons utilisé un objectif 60x (Nikon, France). Les enregistrements
ont été faits avec les logiciels MétaMorph et Metavue (Roper Scientific) ; les images
sont traitées sur le logiciel ImageJ (Wayne Raband, USA).

Biochimie

Les cellules T primaires sont stimulées avec des billes couplées à des Ac
anti-CD3 et anti-CD28 (1 bille pour 5 cellules, Dynabeads, Life Technologies)
dans des plaques 96 puits à fond rond (Falcon, 2.105 cellules par puits). Les
cellules sont ensuite lysées 30 minutes à 4◦C dans un tampon de lyse (20mM
Bicine, pH7.6 ; 0,6% CHAPS) additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(Complete EDTA-free, Roche) et de phosphatases (PhosSTOP, Roche). Les
noyaux et débris cellulaires sont éliminés par centrifugation à 12 000rpm pendant
20 minutes à 4◦C, et la quantité de protéines dans les surnageants évaluée par la
méthode de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad). Les lysats sont dilués dans du
tampon Laemmli (500mM tris pH 6,8 ; 10%SDS ; 10% glycérol ; 5%
β-mercaptoéthanol ; 10% de bleu de bromophénol) et les protéines dénaturées 5
minutes à 100◦C, puis 50µg de protéines sont déposés sur gel d’acrylamide 10%.
Un marqueur de poids moléculaires (Fermentas) est également déposé. Les
protéines séparées par électrophorèse sont ensuite transférées sur une membrane
de nitrocellulose (GE Healthcare Life Sciences). Après 2h de saturation en TTBS
(0,1% Tween 20 (Sigma), 10% TBS 10X) 5% lait, la membrane est incubée la
nuit à 4◦C avec un anticorps anti-Fam65b (Abnova) en TBS-Tween 20 0,1%-BSA
5% et anti-actineβ (Sigma) ou anti-eIF-4E (Santa Cruz). Après un lavage rapide
en TTBS puis 3 lavages en TTBS sur le système SNAP i.d. 2.0 (Millipore), la
membrane est incubée pendant 10 minutes avec un anticorps secondaire couplé à
la HRP (Jackson Laboratory). Après aspiration de la solution contenant
l’anticorps secondaire, la membrane est lavée 3 fois en TTBS. La révélation
s’effectue grâce à un kit ECL (GE Healthcare Life Sciences). La lumière émise est
détectée à l’aide d’une caméra (Fusion FX7, Vilbert Lourmat).

Pour l’analyse du niveau de tubuline acétylée 5.106 LT murins sont lavés en
PBS et lysés pendant 30 min à 4◦C dans 30µL de tampon RIPA (50mM Tris HCl
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pH8, 150mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 2mM EDTA) en
présence d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Roche) puis
analysés par western blot comme décrit ci-dessus.

Pour l’immunoprécipitation, les cellules transfectées sont lavées dans du PBS
froid et lysées dans 1mL de tampon de lyse (10mM HEPES pH7.5 ; 150mM KCl ;
0,1% NP-40 ; 10µM SAHA (Sigma Aldrich) ; 40µM Tubacine (Sigma Aldrich) ;
50µM Nicotinamide (Sigma Aldrich) ; Complete EDTA-free (Roche) ; PhosSTOP
(Roche)) pendant 30 minutes à 4◦C. Les lysats sont collectés après centrifugation à
14 000 rpm pendant 10 minutes. 40µL de chaque lysat est conservé et utilisé comme
contrôle. 20µL de billes couplées à un Ac anti-Myc (EZ myc beads, Sigma Aldrich)
sont prélavées trois fois dans du tampon de lyse et ajoutées aux lysats. Après 2h
d’incubation sur roue à 4◦C, les billes sont lavées trois fois dans du tampon de
lyse et resuspendues dans 100µL de TBS1X contenant 10µg/mL de peptide Myc
pendant 30 minutes sous agitation à 4◦C. Après centrifugation, 70µL du surnageant
contenant les complexes protéiques sans les billes est récupéré et chauffé à 100◦C
pendant 5 minutes dans du Laemli 5X. Les échantillons sont ensuite soumis à un
SDS-PAGE 12%, transferrés sur membrane de nitrocellulose et analysés avec les
différents Ac indiqués.

L’essai pull down est réalisé avec des billes contenant du RhoA-GST
(Cytoskeleton) comme décrit par (Rougerie et al., 2013).

Tri des PBT et Western Blot

Les PBT sont stimulés par des billes couplées à des anticorps anti-CD3 et
anti-CD28 (Dynabeads, Life Technologies) à raison d’une bille pour 5 cellules en
RPMI 10% SAB et réparties dans une plaque 96 puits à fond rond (2.105 cellules
par puits) puis placés à l’étuve. Après 3 jours de culture, les cellules sont
marquées avec du DRAQ 5 (BioStatus) et triées à l’aide d’un cytomètre trieur de
cellules ARIA3 (BD Biosciences). Les cellules sont lysées 30 minutes à 4◦C dans
un tampon de lyse (20mM Bicine, pH7.6 ; 0,6% CHAPS) additionné d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases (Complete EDTA-free, Roche) et de
phosphatases (PhosSTOP, Roche). Les lysats sont dilués dans du tampon
Laemmli (500mM tris pH 6,8 ; 10%SDS ; 10% glycérol ; 5% β-mercaptoéthanol ;
10% de bleu de bromophénol) et les protéines dénaturées 5 minutes à 100◦C. Les
échantillons sont soumis à un SDS-PAGE et les protéines transférées sur une
membrane de nitrocellulose comme indiqué précédemment.

Statistiques

Les différences significatives entre les groupes ont été évaluées grâce à un t-test
de Student, calculé avec le logiciel Prism 5 (GraphPad Software). La p value est
représentée par : * p compris entre 0,05 et 0,01, ** p compris entre 0,01 et 0,001,
*** p inférieur à 0,001, ns : non significatif.
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ABSTRACT
Cell quiescence is controlled by regulated genome-encoded programs that actively 

express genes which are often down-regulated or inactivated in transformed cells. 
Among them is FoxO1, a transcription factor that imposes quiescence in several cell 
types, including T lymphocytes. In these cells, the FAM65B encoding gene is a major 
target of FOXO1. Here, we show that forced expression of FAM65B in transformed cells 
blocks their mitosis because of a defect of the mitotic spindle, leading to G2 cell cycle 
arrest and apoptosis. Upon cell proliferation arrest, FAM65B is engaged in a complex 
containing two proteins well known to be involved in cell proliferation i.e. the HDAC6 
deacetylase and the 14.3.3 scaffolding protein. In primary T cells, FAM65B is down-
regulated upon T cell receptor engagement, and maintaining its expression blocks 
their proliferation, establishing that the decrease of FAM65B expression is required 
for proliferation. Conversely, inhibiting FAM65B expression in naive T lymphocytes 
decreases their activation threshold. These results identify FAM65B as a potential new 
target for controlling proliferation of both transformed and normal cells.

INTRODUCTION

Before encountering foreign antigens, naive T 
lymphocytes do not proliferate. It was initially assumed 
that this “default” state reflected the absence of activating 
signals [1]. It is now known that the steady-state 
maintenance of naive T cells is an active state and depends 
on a combination of signals from the IL-7 receptor and 
the T cell antigen receptor (TCR) triggered by major 
histocompatibility complex (MHC) molecules loaded with 
self-peptides [2, 3]. Paradoxically, the same signals lead 
to a loss of quiescence of naive T cells in some situations 
such as lymphopenia, and result in entry into the cell cycle 
(lymphopenia-induced proliferation) and acquisition of 
memory-like markers [2, 3]. Therefore, naive T cells are 
somehow restrained in proliferation, but this restraint can 
be alleviated by external cues. The molecular mechanisms 
underlying such restraint have proven elusive.

The forkhead box O1 (FoxO1) transcription factor 
is involved in the maintenance of the quiescence state of 
T cells [4]. The FoxO family is the mammalian orthologue 
of the c-elegans protein DAF16, and has an evolutionarily 
conserved function in the adaptation of proliferation-to-
nutrient availability [5]. In quiescent T cells, FoxO1 is 
nuclear, and binds DNA. This DNA binding drives the 
transcription of several genes that encode proteins involved 
in cell mobility, cell survival and quiescence. Upon TCR 
stimulation, FOXO1 is phosphorylated by Akt kinase 
under the control of the phospho-inositide 3 kinase (PI3K) 
pathway, leading to its nuclear exclusion and an arrest of 
its transcriptional activity [6, 7]. Conditional deletion of 
Foxo1 in mouse T cells results in spontaneous activation of 
T cells with an activated-memory phenotype [8].

We previously identified family with sequence 
similarity 65, member B (FAM65B; previously known 
as C6ORF32, KIAA0386 or PL48), as a transcriptional 
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target of FOXO1 in T cells [7, 9]. Two main isoforms 
of FAM65B proteins are expressed in T cells and have 
been functionally characterized as an atypical inhibitor 
of the small G protein RhoA [9, 10]. FAM65B has also 
been described to induce neurite-like outgrowths in 
HEK293 and C2C12 cells probably through an action 
on microtubules [11]. This step appears to be involved in 
myoblast fusion and differentiation [12]. More recently, 
the protein has been shown to be a component of hair cell 
stereocilia, an actin-rich structure required for hearing 
[13]. The FAM65B protein does not seem to be endowed 
with intrinsic enzymatic properties. Instead, its functional 
effect in cell mobility seems to rely on its interaction 
with the small G protein RhoA [9, 10], whereas its role 
in myoblast differentiation is dependent on its interaction 
with a complex containing the histone deacetylase HDAC6 
and 14.3.3 proteins [10, 12]. The 14.3.3 proteins are a 
family of regulatory signaling molecules that interact with 
other proteins in a phosphorylation-dependent manner 
and function as adapter or scaffold proteins in signal 
transduction pathways [14]. Although 14.3.3 proteins 
act in cell signaling, cell cycle control, and apoptotic cell 
death, a large group of 14.3.3 -binding partners have been 
described to regulate cytoskeleton architecture [15].

We now report that FAM65B can act as a molecular 
switch controlling quiescence of normal T cells and 
proliferation of malignant cell lines. Analyzing the 
mechanism responsible for this effect, we show that 
proliferating cells are blocked in mitosis due to a defect of 
the mitotic spindle triggered by FAM65B overexpression. 
We also demonstrate at the molecular level that FAM65B 
forms a molecular complex with HDAC6 and 14.3.3, and 
that this tripartite complex is required for proliferation 
arrest. We also show that quiescent T lymphocytes express 
high levels of FAM65B and that a rapid down-regulation 
of the molecule is necessary to enable T cells to divide in 
response to TCR engagement. Accordingly, we also show 
that FAM65B cellular levels set the activation threshold of 
T cells required to start a substantial proliferation.

RESULTS

FAM65B inhibits the proliferation of human 
leukemic T cells

FAM65B is transcriptionally controlled by FOXO1 
[9]. In the Jurkat leukemic T cell line, where the PI3K 
pathway is constitutively active, FOXO1 is permanently 
shut-down and so degraded [16] (Supplementary Figure 
S1A, lane 2), and the two isoforms of FAM65B are not 
expressed ([7, 9], Supplementary Figure S1B, lane 1). 
We therefore used these cells to follow how FAM65B 
re-expression could affect their growth. Cells were 
transfected with expression constructs coding for GFP 
alone as a control, or for FAM65B isoform 2 fused to GFP. 
Having confirmed that FAM65B re-expression did not alter 

FOXO1 expression level (Supplementary Figure S1A, 
lane 2 and 3), we monitored the proliferation by counting 
the total viable cell number daily, and quantifying the 
percentage of GFP+ cells by flow cytometry. In contrast 
to control cells, the number of FAM65B expressing cells 
did not increase over time (Figure 1A). The same effect 
was observed when FAM65B isoform 1 fused to GFP was 
expressed (data not shown). Analysis of the cell cycle 
demonstrated that FAM65B expression results in a G2/M 
accumulation after 3 days of culture, with 47 ± 7% (mean 
± SD) of FAM65B positive vs 22 ± 1.4% of control cells 
in G2/M phase (Figure 1B and 1C). In addition, annexin 
V labelling revealed that the percentage of dying cells was 
significantly increased by FAM65B (Figure 1D).

FAM65B is a mitotic inhibitor that alters the 
formation of the mitotic spindle

In order to study in detail the mechanism of this 
FAM65B-induced growth arrest, we used the classic 
model of adherent HeLa cancer cell line. HeLa cells, 
as all cell lines that we have tested including HEK293, 
NIH3T3 and CEM cells, do not express FAM65B (data 
not shown). We first show that, as observed in Jurkat cells, 
FAM65B expression led to an increase of HeLa cells in 
G2/M phase (55% vs 29% in control cells; Figure 2A). 
Next, in order to analyze how FAM65B might disturb 
the mitotic process, we co-transfected HeLa cells with 
vectors coding for GFP alone or FAM65B-GFP, and 
histone H2B-mCherry, to monitor the dynamics of DNA 
reorganization during mitosis. Whereas cells transfected 
with GFP alone completed mitosis in 43 ± 9 min, the 
time required for mitosis of FAM65B-expressing cells 
was more variable and longer (94 ± 65 min, Figure 2B 
and 2D). Chromosomes in the control cell were perfectly 
aligned on the metaphase plate 16 ± 5 min after initiation 
of cell division, as determined by cell rounding (Figure 2C 
and 2D). In contrast, FAM65B-expressing cells were not 
able to align chromosomes correctly, leading to abnormal 
anaphases with frequent lagging chromatids after more 
than 20 min for 37% of the cells, and more than 40 min 
for 14% of the cells (Figure 2C and 2D).

Chromosome movements during mitosis rely upon a 
complex macromolecular machinery known as the mitotic 
spindle. The spindle has three principal components, 
centrosomes, microtubules composed of α-tubulin, 
and chromosomes [17]. Since FAM65B is described 
as regulating the elongation of microtubules [18], we 
supposed that FAM65B expression might perturb the 
formation of the mitotic spindle. To test this hypothesis, 
we co-transfected HeLa cells with vectors coding for GFP 
alone or FAM65B-GFP, and α-tubulin-mCherry, to follow 
the microtubule network during mitosis. We observed 
that, whereas cells transfected with GFP alone were able 
to form a mitotic spindle, FAM65B-expressing cells 
presented an aberrant tubulin network with an absence of 
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clear mitotic spindle (Figure 2E). These results show that 
FAM65B expression disturbs the formation of the mitotic 
spindle, resulting in mitotic failure.

The FAM65B/HDAC6/14.3.3 tripartite complex 
is required for proliferation arrest

We then examined the implication of known targets 
of FAM65B in the molecular mechanism of growth arrest. 
We have previously shown that FAM65B binds directly 
and inhibits RhoA [9], a protein that has been involved 
in cytokinesis [19]. We hypothesized that the effect of 
FAM65B on proliferation could be due to this interaction. 
Therefore, we constructed a plasmid coding for a mutant 
version of FAM65B unable to bind RhoA (RL151-152AA, 
[10] and Figure 3A). Upon transfection, this mutant 
was still able to inhibit proliferation of Jurkat T cells as 
efficiently as the wild type FAM65B protein, thus showing 
that the anti-proliferative activity of FAM65B was not due 
to its RhoA inhibitory activity (Figure 3B). 

It has been shown that the phosphorylated form of 
FAM65B can interact with 14.3.3, a family of proteins that 

bind to phospho-Serine and phospho-Threonine residues 
and play important roles in various processes, including in 
coordinating cell cycle progression [14]. As FAM65B has 
been described as a phosphorylated protein in neutrophils 
[10], we examined its phosphorylation status in Jurkat T 
cells by treating whole cell extracts with λ-phosphatase.
We observed a decrease of the apparent molecular weight 
of the protein (Supplementary Figure S1B), suggesting 
that FAM65B is also phosphorylated in these cells. A 
previous report has shown that a mutant form of FAM65B 
with serine residues mutated to alanine at positions 21, 
37, 341, 523, and 535, (hereafter called FAM65B S(x5)
A) did not bind 14.3.3 anymore [10], see also Figure 3C). 
We therefore investigated whether this mutant could have 
an anti-proliferative effect. We observed that the S(x5)
A phosphorylation mutant of FAM65B lost its capacity 
to inhibit the proliferation of Jurkat cells (Figure 3D). 
Therefore, the phosphorylation of FAM65B and its 
interaction with 14.3.3 is required for its anti-proliferative 
activity. 

It has been stated that (i) 14.3.3 is a molecular 
partner of HDAC6 [20], (ii) inhibition of the deacetylase 

Figure 1: FAM65B expression inhibits cell proliferation by perturbing mitosis stage. (A) Jurkat cells were transfected either 
with GFP or FAM65B fused with GFP expression vectors and their proliferation was measured by counting the total viable cell number at 
the indicated time points. (B) The cell cycle profile was evaluated by flow cytometry three days after transfection. (C) The proportion of 
transfected Jurkat cells in G2/M phase was estimated daily by flow cytometry. (D) The proportion of annexin V-labeled cells was measured 
daily by flow cytometry. Results are shown as means ± SD of at least three individual experiments. Statistical analysis: Paired two-tailed 
Student’s t-test.
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activity of HDAC6 leads to inhibition of cell proliferation, 
and (iii) FAM65B inhibits the deacetylase activity of 
HDAC6 [12]. We therefore speculated that the anti-
proliferative effect of FAM65B might rely on its 
capacity to inhibit HDAC6 through its interaction with 
14.3.3. To test this hypothesis, we first tried to reverse 
the anti-proliferative effect of FAM65B by an excess of 
HDAC6 in FAM65B-arrested Jurkat cells. The results 
showed that an excess of HDAC6 was able to partially 
override the FAM65B-induced proliferation arrest 
(Figure 3E). Conversely, inhibition of HDAC6 with a 
pharmacological inhibitor dose-dependently inhibited 
the growth of Jurkat cells and induced a marked G2/M 
arrest, mimicking the effect of FAM65B (Supplementary 
Figure S2A), in a similar fashion to what is normally 
observed with etoposide (Supplementary Figure S3). We 
next assessed the interaction between FAM65B, 14.3.3, 
and HDAC6, and the role of FAM65B phosphorylation in 
these interactions. To do this, we co-transfected HDAC6 
and 14.3.3 with wild type or S(x5)A form of FAM65B. 
Whereas HDAC6 and 14.3.3 co-immunoprecipitate with 
the wild-type form of FAM65B (Figure 3F, lane 1), the 

mutated form of FAM65B was unable to interact with 
these two partners (Figure 3F, lane 2). These results 
suggest that the anti-proliferative property of FAM65B 
results from the capacity of its phosphorylated form to 
interact with HDAC6 and 14.3.3.

FAM65B controls T cell proliferation upon TCR 
stimulation

We next analysed the consequences of the regulation 
of cell division by FAM65B upon physiological T cell 
activation. We first followed the expression level of 
FAM65B in T cells upon TCR triggering to see whether 
it was subject to variations after stimulation. FAM65B 
expression was quantified at the transcript and protein 
levels, following in vitro stimulation of primary human 
T lymphocytes with anti-CD3 and -CD28 coated beads. 
FAM65B transcripts decreased quickly upon TCR 
stimulation (Figure 4A), in line with a general and 
early block in FOXO1-mediated transcription upon 
antigen recognition [6]. Both FAM65B isoforms show a 
simultaneous loss, which was complete 24 hours after the 

Figure 2: FAM65B expression disrupts the formation of the mitotic spindle, resulting in mitotic failure. (A) The cell 
cycle of HeLa cells transfected with GFP alone or FAM65B fused with GFP expression vectors was analyzed by flow cytometry two 
days after transfection. Results are representative of three experiments. The time required for each HeLa cell co-transfected with Histone 
H2B-mCherry and GFP (n = 22) or FAM65B-GFP (n = 27) expressing vectors to complete a division (B and D) or to align chromosomes  
(C) was evaluated by time-lapse microscopy. Statistical analysis: Paired two-tailed Student’s t-test. (E) HeLa cells were co-transfected 
with α-tubulin-GFP and m-Cherry (n = 14) or FAM65B-mCherry (n = 20), and their capacity to form a mitotic spindle was followed by 
time-lapse microscopy.
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onset of stimulation (Figure 4B). This observation is not 
related to cell culture as the level of FAM65B is constant in 
non-stimulated cells. To reveal the functional importance 
of this decrease, we next followed the consequences of 
maintaining FAM65B expression during activation. 
Primary human T cells were transfected with a plasmid 
coding for FAM65B-GFP (or GFP alone as a control), 
activated with anti-CD3 and -CD28 coated beads, and cell 
proliferation was monitored by analyzing cell trace violet 
(CTV) dilution of GFP+ cells. We observed that expression 
of FAM65B totally inhibits the proliferation induced by 
TCR engagement (Figure 4C). ERK phosphorylation 
(Figure 4D) and CD69 expression (Figure 4E) upon TCR 
stimulation was similarly induced in both conditions, 
excluding any major defect in early TCR signaling 
upon FAM65B expression. Again, we also observed 
that addition of an HDAC6 inhibitor on primary T cells 
stimulated with anti-CD3 and -CD28 coated-beads has 
the same effects than FAM65B, leading to an inhibition 
of proliferation with no cell death (Supplementary 

Figure S2B). With a complementary approach, we used 
RNA interference (RNAi) to study the consequences of 
decreasing FAM65B expression prior to TCR stimulation 
of primary human peripheral blood T cells (Figure 5A). 
We observed that FAM65B-depleted cells proliferated 
more than control cells (Figure 5B).

Primary peripheral T cells have a heterogeneous 
capacity to proliferate based on CD45RA expression 
([21] and Supplementary Figure S4). We purified naive 
CD45RA+ (high activation threshold) and CD45RO+ 
(low activation threshold) populations from peripheral 
blood T cells, and sought to determine whether the lower 
activation threshold of CD45RO+ T cells was associated 
with decreased FAM65B expression levels. Indeed, our 
results show that these cells express a lower level of 
FAM65B than naive CD45RA+ cells (Figure 5C). 

We then studied the proliferation of CD45RA+ 
cells upon activation with increasing doses of anti-
CD3 and -CD28 coated-beads after FAM65B depletion. 
For all experiments, the depletion of FAM65B was 

Figure 3: The anti-proliferative property of FAM65B results from its capacity to interfere with HDAC6 and 14.3.3. 
(A) Lysates from HEK293T cells transfected with FAM65B-GFP or FAM65B RL151-152AA-GFP mutant were subjected to a pull-down 
assay using beads bearing GST-RhoA. (B) The proliferation of transfected Jurkat cells with GFP alone (Control: CT) and wild type or 
mutant RL151-152AA forms of FAM65B expression vectors was measured by daily counting the number of viable cells. Results are shown 
as means ± SD of at least three individual experiments. (C) HEK293T cells were transfected with pEF-Myc vector expressing either no 
protein (Control: CT), FAM65B or its mutant S(x5)A form fused to GFP. Whole cell lysates (WCL) and anti-Myc immunoprecipitates were 
analyzed by immunoblotting. (D) The proliferation of transfected Jurkat cells with either GFP alone (Control: CT), wild type or mutant 
S(x5)A of FAM65B expression vectors was measured by counting daily the number of viable cells. Results are shown as means ± SD of 
at least three individual experiments. (E) The proliferation of Jurkat cells co-transfected with mCherry or FAM65B-mCherry and GFP or 
HDAC6-GFP was measured by counting the number of viable cells every day. Results are shown as means ± SD of at least three individual 
experiments. (F) HEK293T cells were co-transfected with HDAC6-GFP, 14.3.3-HA and pEF-Myc vector expressing either FAM65B or its 
mutant S(x5)A form. Whole cell lysates and anti-Myc immunoprecipitates were analyzed by immunoblotting.
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verified by intracellular staining and flow cytometry 
analysis (Supplementary Figure S5). In the absence of 
stimulation, no proliferation was observed. However, 
FAM65B-depleted cells were induced to proliferate at 
sub-optimal doses of activators that induced only marginal 
proliferation of control T lymphocytes expressing 
FAM65B (Figure 5D). These results show that there is an 
inverse correlation between the cellular levels of FAM65B 
and the capacity of human primary T cells to proliferate in 
response to an activation signal. They ultimately suggest 
that the decrease of FAM65B expression is a pre-requisite 
for T-cell proliferation.

DISCUSSION

We show here that FAM65B, a major transcriptional 
target of FOXO1, known as a quiescence factor, inhibits 
the proliferation of transformed cell lines through 
perturbation of mitosis. Our data suggest that this effect 
is linked to the capacity of FAM65B to inhibit the 
HDAC6/14.3.3 cell proliferation control pathway. In 
primary T cells, we observed that FAM65B expression 
regulates cell proliferation. Finally, our results indicate 
that the level of expression of FAM65B might also set the 
activation threshold of sub-populations of T cells.

Our work establishes that inhibition of FAM65B 
expression is required for cell proliferation as its ectopic 

expression in proliferating cells induces cell cycle arrest 
and death. Therefore, FAM65B could be considered as 
a bona fide quiescence factor. It was initially thought 
that cells spontaneously become quiescent. It is now 
believed that quiescence is a cellular state controlled by 
environmental cues and required for tissue physiology, 
as demonstrated for instance in the hematopoietic system 
[22]. As a consequence, much recent work has focused 
on the active regulation of this state [23]. Although the 
link between loss of quiescence and proliferation is 
intuitive, some observations obtained in the T cell model 
are intriguing. Indeed, one notable feature observed upon 
TCR stimulation is a comparatively long time period 
(> 24 h) before the first cell division, as compared with 
the subsequent cell divisions that involve rapid doubling 
(every 5–6 hrs) [24]. The state through which naive T cells 
transit, from quiescence to the entry in the first cell cycle, 
is not fully characterized even if some metabolic events 
have been involved [25]. FAM65B was initially reported 
to be expressed in syncytia, both in placenta and in muscle 
[11, 18, 26]. In syncytia, multinucleated cells result from 
cell-cell fusion induced by endogenous retroviral envelops 
[27, 28]. Interestingly, it has recently been established that 
the cell-cell fusion induced by viruses led to cell cycle 
arrest and senescence, i.e. irreversible quiescence [29].
In addition, terminal differentiation of HL-60 cells led to 
both cell cycle arrest and FAM65B expression [26]. We 

Figure 4: FAM65B expression is inversely correlated with the proliferative potential of activated T cells. Primary human 
T cells were stimulated in vitro for several hours using anti-CD3 and -CD28 coated-beads. FAM65B expression was quantified at both the 
transcript (A) and the protein (B) levels. (C) Primary human T cells were transfected with GFP (Control: CT) or FAM65B-GFP expression 
vector then stained with Cell Trace Violet (CTV) and stimulated in vitro as described in (A) for 4 days. In the histograms, the grey lines 
correspond to the GFP+ cells and the black lines to the GFP- cells. Note that in CT conditions, GFP+ cells proliferate slightly less efficiently 
than GFP- cells. This is likely to be an effect of the transfection per se. (D) ERK phosphorylation and (E) CD69 expression of transfected 
cells stimulated or not with anti-CD3 and –CD28 was analyzed by flow cytometry after 3 minutes and 8 hours of culture, respectively.
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now report that FAM65B is highly expressed in naive T 
lymphocytes, a cell population that is characterized by a 
reversible quiescent state, and is down-regulated upon cell 
cycle entry. The expression of FAM65B can therefore be 
considered as a molecular marker of quiescence, whether 
or not it can be reversed. 

FoxO1 is known to control cell proliferation 
through multiple mechanisms. FoxO factors stabilize G1 
and G2/M checkpoints by the activation of a number of 
cell cycle regulatory proteins, including p130, members 
of the Cip/Kip and INK4 CKI families, cyclin G and 
Gadd45a. In addition, FoxO factors can also facilitate cell 
cycle arrest through the inhibition of the D-type cyclins 
and FoxM, a subgroup of Fox transcription factors that is 
known to positively drive G2/M phase transition [30]. In 
this study, we show that FAM65B, a transcriptional target 
of FOXO1, induces G2/M arrest. As previously proposed 
[12, 18], one mechanism to explain this effect might be 
an inhibition of the microtubule network by FAM65B, 
and especially a regulation of tubulin acetylation by 
FAM65B. Indeed, we know that FAM65B inhibits the 
deacetylase activity of HDAC6, a histone deacetylase 

of class II that functions as a tubulin deacetylase [12]. 
This hypothesis about a role of HDAC6 in the effects of 
FAM65B is further validated by our results showing that 
the cell cycle arrest induced by FAM65B can be overcome 
by an excess of HDAC6. It should also be noted that 
pharmacological inhibitors of HDAC6, which are used 
in clinical trials for the treatment of myeloma [31–33], 
mimic the anti-mitotic effect of FAM65B. In previous 
studies, HDAC6 activity was established as a requirement 
for efficient oncogenic transformation. Without HDAC6 
expression, fibroblasts were more resistant to both 
Ras- and ErbB2-dependent transformations [34]. The 
absence of FAM65B expression in transformed cell lines, 
consecutive to the inhibition of FOXO1 transcriptional 
activity, might also participate in the deregulation of 
HDAC6 required for the transformation process. Thus, as 
observed in our experiments with transformed cells, the 
perturbed mitosis induced by FAM65B could be the result 
of a defective microtubule organization downstream of 
HDAC6, culminating in a failure of the mitotic spindle 
during mitosis. Interestingly, FAM65B was recently 
localized to the plasma membrane of the stereocilia of 

Figure 5: FAM65B expression is inversely correlated with the T cells activation threshold. (A) The efficiency of FAM65B 
knock-down in human primary T cells was checked by immunoblotting with anti-FAM65B and anti-α-tubulin as a loading control. (B) 
Human primary T cells were transfected with control (siCT) or FAM65B (siFAM65B) siRNA, then stained with CTV and stimulated in 
vitro for 3 days using anti-CD3 and -CD28 coated-beads. The proliferation of transfected cells was analyzed by flow cytometry after 3 
days of stimulation. The percentage of cells exhibiting 0, 1, 2, 3, 4 divisions or the addition of them (total) is quantified as the mean ± SD 
obtained from four donors. (C) Naive (CD45RA+) or activated/memory (CD45RO+) populations were purified from peripheral blood 
T cells. FAM65B expression was then analyzed by immunoblotting. (D) Primary human CD45RA+ T cells transfected with siFAM65B 
or siCT were stained with CTV and stimulated in vitro using variable doses of anti-CD3 and anti-CD28 -coated beads. The proliferation 
of the transfected cells was analyzed by flow cytometry after 3 days of stimulation. Results are representative of at least three individual 
experiments
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both inner and outer hair cells, and mutations of FAM65B 
leads to deafness syndromes, suggesting that the lack of 
functional FAM65B could hinder the development of the 
mechanotransduction apparatus, through perturbation of 
the primary cilium [13]. Indeed, HDAC6 has been notably 
implicated in cell proliferation via the regulation of the 
primary cilium [35, 36], which is known to control the 
cell cycle [37].

In addition, our work shows that the phosphorylation 
of FAM65B is required for both this anti-proliferative 
function and the formation of a tripartite complex 
comprised of FAM65B, 14.3.3 and HDAC6. Several 
studies have identified a possible phosphorylation of 
FAM65B not only in the Jurkat leukemic T cell line 
[38], but also in primary mouse neutrophils [10] and T 
lymphocytes [39]. In this latter case, the phosphorylation 
results from PKCη activity [39]. The 14.3.3 scaffolding 
proteins play a critical role in the regulation of cell fate 
through phospho-dependent binding to a large number of 
intracellular proteins. This function can be achieved by the 
formation of multi-protein complexes upon recruitment of 
such proteins or by restricting the access of other ones 
[14]. FAM65B, as a well-known 14.3.3 phosphopeptide 
ligand, contains the consensus sequences RSXpT/SXP and 
RXY/FXpT/SXP. The study by Gao et al. [10], confirmed 
by our results, show that the phosphorylation of FAM65B 
allows its interaction with 14.3.3. Though it cannot be 
excluded that phosphorylated form of FAM65B directly 
interacts with HDAC6, the fact that the FAM65B/HDAC6 
interaction has been observed only in the context where 
the three proteins were present and not detected in our 
yeast two-hybrid screen [9], suggests that 14.3.3 makes a 
link between HDAC6 and FAM65B.

One intriguing feature of our work is the regulation 
of the T cell activation threshold by FAM65B. In T 
lymphocytes, the strength and duration of TCR signaling 
in response to antigen stimulation dictates the magnitude 
and the quality of the primary response [40, 41]. The 
TCR activation threshold, agonist affinity discrimination 
as well as signal termination must therefore be tightly 
regulated. This is achieved through the concerted action of 
multiple positive and negative regulators acting in resting 
or activated T cells. The 14.3.3 scaffolding protein has 
already been involved in the fine tuning of TCR-activation 
through relocalization of several signaling proteins [42–
45], including FoxO1 [46, 47], suggesting a possible 
amplification loop that would keep FoxO1 in the cytosol 
and therefore would maintain FAM65B expression levels 
very low in activated T cells. Although much work will 
have to be done to precisely understand how FAM65B is 
able to set the activation threshold of T cells, it is tempting 
to assume, on the basis of our results, that its capacity to 
control the activity of the 14.3.3/HDAC6 complex could 
participate in this function.

We have already shown that in T lymphocytes, 
FAM65B inhibits cell migration by blocking the GTP 

loading of RhoA [9]. Here, we show that FAM65B has a 
general quiescence promoting activity, which is active in 
resting T cells and controls both proliferation and setting 
of the activation threshold, at least in part through the 
14.3.3/HDAC6 pathway. Therefore, in T cells, FAM65B 
appears as a main effector target of FOXO1 that is able 
to interact with two different targets to control the two 
main cellular processes of activation, i.e. migration and 
proliferation.

MATERIALS AND METHODS

Cells

Human T lymphocytes were purified from the blood 
of healthy donors (Etablissement Français du Sang, Paris, 
France; relevant ethical approvals and consent have been 
obtained for use of human samples, ref E-2075) and 
cultivated as described [7, 9]. The naive (CD45RA+) and 
memory (CD45RO+) T cells were obtained by negative 
depletion on magnetic beads [Anti Human CD45RO 
Particles, Anti Human CD45RA Particles, respectively 
(BD Biosciences). Jurkat cells (gift of G. Crabtree, 
Stanford University, Stanford, CA) were cultivated in 
complete RPMI medium, HeLa (gift of C. Berlioz, Institut 
Cochin, France) and HEK293T cells (ATCC-CRL-3216) 
were cultivated in complete DMEM medium.

Constructs and pharmacological inhibitors

pEGFP-FAM65B plasmids were previously 
described [9]. Mutations of the RhoA interaction domain 
(RL151-152AA) and phosphorylation sites (S(x5)A) 
were constructed by PCR using QuickChange II site-
directed mutagenesis Kit (Agilent) with the primers listed 
in Supplementary Table S1. pmCherry-FAM65B was 
constructed by PCR by introducing the mCherry ORF at 
the AgeI/NotI site of pEGFP-FAM65B. FAM65Bwt and 
S(x5)A Myc constructs were obtained by amplification 
with primers listed in Supplementary Table S1 and by 
introducing FAM65B ORF in pEF vector at the SpeI/
EcoRV sites. plncx-Histone 2B-mCherry and plncx2-
Tubuline-YFP were a kind gift of C. Berlioz (Institut 
Cochin, France) and pEGFP-N1-HDAC6 was purchased 
from Addgene (# 36188). HA-tagged 14.3.3 plasmid was 
a kind gift of JL Andersen (Brigham Young University, 
Provo, UT). HDAC6 specific antagonist CAY-10603 
(Selleckchem) has been described and characterized 
before [47]. Etoposide is a kind gift of R. Donné (Institut 
Cochin, Paris). λ Protein Phosphatase was from Millipore.

Quantitative RT-PCR

Total RNA was prepared using an RNeasy mini 
kit (QIAGEN). cDNA was produced with the Advantage 
RT-for-PCR kit (Clontech Laboratories) using 1 μg total 
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RNA and random hexamer priming in a final volume of 
20 μL. Real-time quantitative PCR was performed using 
the LightCycler FastStart DNA Master plus SYBR Green 
kit (Roche Diagnostics). Genes of interest were detected 
using primers that had been designed with Oligo6 software 
(Molecular Biology Insights) and optimized to generate 
a single amplicon of 80–130 nucleotides. The sequences 
of the primers used in qRT-PCR experiments are in 
Supplementary Table S1.

DNA and RNA interference transfections

HeLa and HEK293T cells were transfected with 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), according to the 
manufacturer’s instructions. Jurkat cells (5 × 106) in 
500 µL of RPMI without phenol red were electroporated 
with 5 μg DNA using the BioRad system (270 V, 950 µF). 
Primary T cells (5 × 106) were nucleofected using the 
Amaxa system (Lonza; kit T, U-014 program) with 5 μg 
DNA or 2 μL of a 100 μM solution of OTP SMARTpool 
RNAi (Dharmacon) directed against human FAM65B or 
non-targeting sequences as a control.

Flow cytometry

Apoptosis was determined by staining with Annexin 
V-PE (BD Pharmingen, PE Annexin V Apoptosis Detection 
kit I) according to the manufacturer’s instructions. 

Proliferation of primary T cells was assessed by 
dilution of Cell Trace Violet kit (Invitrogen). After two 
washes in PBS, cells were resuspended at 106 cells per 
mL in a 5 µM Cell Trace Violet solution. Cells were 
incubated in dark at 37°C for 20 min. After the loading, 
cells were washed with a volume of cold PBS 10% 
FCS corresponding to 5 times the loading volume. Cell 
suspension was collected and dispensed into 96-well 
round-bottom microtiter plates (Falcon; 2 × 105 cells per 
well) and stimulated using anti-CD3/CD28 coated-beads 
(Dynabeads, Life technologies) for 3 days. 

For cell cycle analysis of transfected cells 
(Jurkat and HeLa cells), 106 cells were fixed with 4% 
paraformaldehyde for 10 min, permeabilized with 
0,1% saponin, and incubated with PBS 1 mM EDTA 
Supplementary emented with 50 µg/mL of Propidium 
Iodide (Sigma) and 200 µg/mL of RNAse A (Sigma) for 
30 min at 37°C.

For analysis of ERK phosphorylation in transfected 
PBT, 106 cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 
10 min, permeabilized with methanol at –20°C for 1 hour, 
and incubated with anti-ERKP antibody (# 4370, Cell 
Signaling Technology) in PBS 0.2% BSA for 30 min at 
room temperature and then with F(ab’)2-Goat anti-Rabbit 
IgG (H+L) secondary antibody (#A-21246, Thermofisher). 
Cytometry data were obtained using a BD-LSR Fortessa 
flow cytometer (BD Bioscience). Data files were analyzed 
using FlowJo software (TreeStar).

Fluorescence microscopy

Time-lapse microscopy was performed on HeLa 
cells grown on coverslips in a Zeiss Axiovert 200 
microscope at 37°C with a 20× objective (LD Plan 
Neofluar). The camera CoolSnap HQ (Photometrics) was 
used to acquire images. Images were processed using 
ImageJ software.

Biochemistry

Primary T cells were stimulated using anti-CD3/
CD28 -coated beads (1 bead per 5 cells, Dynabeads, 
Life technologies) into 96-well round-bottom microtiter 
plates (Falcon; 2 × 105 cells per well). Collected cells 
were lysed in lysis buffer [20 mM Bicine, pH7.6; 0.6% 
CHAPS complete protease and phosphatase inhibitor 
cocktail (Roche)] for 30 min on ice. Lysates were 
collected after centrifugation at 14,000 rpm for 10 min. 
Protein concentration in supernatants was quantified 
with the Bradford assay. SDS loading buffer was added 
to each sample and then boiled at 100°C for 5 min. An 
equal amount of proteins was loaded on 10% SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and 
immunoblotted with anti-FAM65B Ab (Abnova), anti-β-
actin Ab (Sigma), anti-α-tubulin (Santa Cruz) or anti-eIF-
4E (Santa Cruz) followed by a secondary HRP-labeled Ab 
(Jackson ImmunoResearch). Membranes were revealed 
by ECL (GE Healthcare Life Sciences) using a camera 
(Fusion FX7, VilberLourmat). For immunoprecipitation 
experiments, transfected cells were washed in cold 
PBS and lysed in 1 mL lysis buffer [10 mM HEPES pH 
7.5; 150 mM KCl; 0.1%NP-40; 10 µM SAHA (Sigma 
Aldrich); 40 µM Tubacin (Sigma Aldrich); 50 µM 
Nicotinamide (Sigma Aldrich); complete protease and 
phosphatase inhibitor cocktails (Roche)] for 30 min in ice. 
Lysates were collected after centrifugation at 14,000 rpm 
for 10 min. 40 µL of each lysate was saved and used as a 
loading control. 20 µL of EZ myc beads (Sigma Aldrich) 
pre-washed 3 times with lysis buffer were added in the 
lysate and rotated for 2 h at 4°C. After rotating, the beads 
were washed 3 times with lysis buffer and resuspended 
into 100 µL of TBS1X containing 10 µg/mL of myc 
peptide for 30 min at 4°C. 70 µL of the supernatant 
containing the protein complexes without beads/Ab was 
taken off. Each sample was boiled at 100°C for 5 min after 
adding 5× Laemmli buffer, subjected to 12% SDS-PAGE, 
transferred to nitrocellulose membrane and immunoblotted 
with the indicated antibodies. Pull-down assays with 
beads containing GST-tagged RhoA (Cytoskeleton) were 
described in Rougerie et al. [9].

Statistical analysis 

Statistical significance was analyzed by paired 
two-tailed Student’s t-test and expressed as a p value. 
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The number of analyzed samples (n) is indicated. All 
experiments were performed at least as three independent 
experiments. When indicated, standard deviations are 
represented as scale bars on graphs. We used the following 
conventions to illustrate the p value: *0.01 < p < 0.05, 
**0.01 < p < 0.001, ***p < 0.001. ns: not significant.
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FAM65B controls the proliferation of transformed and primary 
T cells

Supplementary Materials

Supplementary Figure S1: Re-expression of FAM65B does not modify FOXO1 expression in Jurkat cell line and 
FAM65B is phosphorylated in Jurkat cell line. (A) Expression of FOXO1 analysis in lysates from peripheral blood T cells (PBT), 
used as positive control and Jurkat cells transfected with GFP or FAM65B GFP. (B) Lysates from Jurkat cells transfected with GFP or 
FAM65B GFP were treated with λ phosphatase and analyzed by immunoblotting with the indicated antibodies.

Supplementary Figure S2: Inhibition of HDAC6 inhibits T cell proliferation and blocks cell cycle progression in G2/M. 
(A) Jurkat cells were treated with increasing dose of HDAC6 inhibitor for 18 hours and their cell cycle was analyzed by flow cytometry. 
Results are representative of three experiments. Graphs represent the proliferation of cells (left panels) and the proportion of cells in G2/M 
phase (right panel) in function of the treatment. (B) Human primary T cells were stained with CTV and stimulated in vitro with anti-CD3 
and anti-CD28 coated beads in presence of increasing dose of HDAC6 inhibitor. The effect of this inhibitor on cell proliferation and cell 
mortality was measured by flow cytometry after three days. Results are representative of three experiments. Means of the percentage of 
proliferating cells were plotted (right panel).



Supplementary Figure S3: Etoposide blocks cell cycle progression in G2/M. Jurkat cells were treated with increasing dose 
of etoposide for 18 hours and their cell cycle was analyzed by flow cytometry. Results are representative of three experiments. Graphs 
represent the proportion of cells in G2/M phase (right panel) in function of the treatment.

Supplementary Figure S4: CD45 RA positive cells are less prone to proliferate. Human primary CD45 RA+ and RO+ T 
cells were stained with CTV and stimulated in vitro with anti-CD3 and anti-CD28 coated beads. Cell proliferation was measured by flow 
cytometry after three days. Results are representative of three experiments. Means of the percentage of proliferating cells were plotted 
(lower panel).

Supplementary Figure S5: Analyze of the expression of FAM65B after transfection of siRNA CT or FAM65B. Four 
days after transfection with siRNA CT or FAM65B, the human primary T cells were stained with anti-FAM65B antibodies or control 
immunoglobulin. These control experiments were systematically performed to check for extinction of FAM65B expression.



Supplementary Table S1: sequences of the primers use
  Séquence (5′ – > 3′)
peGFP-FAM65B RL151-152AA F tgtatccagcgaGCcGCccaggatggtgccagcaaaatgaagca
 R tgcttcattttgctggcaccatcctggGCgGCtcgctggataca
peGFP-FAM65B S(x5)A S21A_F atcattagaagccagGcctttgcgggtttcagcggc
 S21A_R gccgctgaaacccgcaaaggCctggcttctaatgat
 S37A_F ggcgatccaggtgtaacGccttcattgaaaatt
 S37A_R aattttcaatgaaggCgttacacctggatcgcc
 S523A _F ctggtcaagaggctcacaGCTgcagaggtgccaatggcc
 S523A _R ggccattggcacctctgcAGCtgtgagcctcttgaccag
 S535A _F atggccacagacaggctgctcGCTgagggttctgttggtgga
 S535A _R tccaccaacagaaccctcAGCgagcagcctgtctgtggccat
 S341A _F cccttcagaggagaatgGCCatgtacagccagggtacc
 S341A _R ggtaccctggctgtacatGGCcattctcctctgaaggg
pmCherry-FAM65B F atacatACCGGTCGCCACATGgtgagcaagggcgaggagga
 R atgtatGCGGCCGCttacttgtacagctcgtccatgccg
pEF-FAM65B-myc F atacatACTAGTatgttggtaggatcccagtctttttcgcc
 R gtcatgaatttggatgatattctaaaaaagGATATCatacat
ppia (qRT-PCR) F ggtgacttcacacgataatg
 R acaagatgcaggacccgtat
Fam65b (qRT-PCR) F gcggagtttaacctcagcag
 R ccttcaggtgtgactttggc
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Abstract

Background: SAMHD1 counteracts HIV-1 or HIV-2/SIVsmm that lacks Vpx by depleting the intracellular pool of
nucleotides in myeloid cells and CD4+ quiescent T cells, thereby inhibiting the synthesis of retroviral DNA by
reverse transcriptase. Depletion of nucleotides has been shown to underline the establishment of quiescence in
certain cellular systems. These observations led us to investigate whether SAMHD1 could control the transition
between proliferation and quiescence using the THP-1 cell model.

Findings: The entry of dividing THP-1 myeloid cells into a non-dividing differentiated state was monitored after
addition of phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), an inducer of differentiation. Under PMA treatment, cells
overexpressing SAMHD1 display stronger and faster adhesion to their support, compared to cells expressing a
catalytically inactive form of SAMHD1, or cells depleted of SAMHD1, which appear less differentiated. After PMA
removal, cells overexpressing SAMHD1 maintain low levels of cyclin A, in contrast to other cell lines. Interestingly,
SAMHD1 overexpression slightly increases cell adhesion even in the absence of the differentiation inducer PMA.
Finally, we found that levels of SAMHD1 are reduced in proliferating primary CD4+ T cells after T cell receptor
activation, suggesting that SAMHD1 may also be involved in the transition from a quiescent state to a dividing
state in primary T cells.

Conclusions: Altogether, we provide evidence that SAMHD1 may facilitate some aspects of THP-1 cell differentiation.
Restriction of HIV-1 by SAMHD1 may rely upon its ability to modify cell cycle parameters, in addition to the direct
inhibition of reverse transcription.

Keywords: HIV, SAMHD1, Restriction factor, Differentiation, Cell cycle, Myeloid cells, T cells

Findings
Immune quiescent cells display reduced susceptibility
to HIV-1 productive infection, due to several
quiescence-related phenomena such as cytoskeleton
organization or low viral transcription. The activity of
several restriction factors also contributes to viral in-
hibition by blocking specific steps of the viral life
cycle. Among them, sterile alpha motif and HD-
domain containing protein 1 (SAMHD1) inhibits both

HIV-1 and Vpx-deleted HIV-2/SIVsmm viruses at the
level of reverse transcription [1, 2]. SAMHD1 reduces
the intracellular pool of dNTP through its dNTP
hydrolase activity in myeloid and quiescent CD4+ T
cells [3–7]. Recent studies report that SAMHD1 also
has an RNase activity targeting HIV-1 genomic RNA
[8]. The dNTPase activity of the protein is dependent
on an intact phosphodiesterase HD domain [1, 2].
Though HIV-1 is sensitive to SAMHD1, it has not
developed a viral weapon to counteract this hin-
drance. In contrast, HIV-2/SIVsmm encodes for the
Vpx auxiliary protein, which induces SAMHD1
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degradation by hijacking the Cul4A-DDB1 ubiquitin
ligase through DCAF1 binding [1, 2].
Several reports point to a role of SAMHD1 in tumori-

genesis and in cell cycle progression. In particular,
SAMHD1 has been found mutated in chronic lympho-
cytic leukemia (CLL) [9]. In CLL patient cells, SAMHD1
expression is often reduced as it is the case in several
cancer cell lines [9]. Whole sequencing has also sug-
gested that SAMHD1 could be mutated in malignancies
[10]. Regarding cell cycle progression, proliferation in
HeLa cells is favored by the dNTPase defective
SAMHD1 HD/AA mutant [9]. In fibroblasts, SAMHD1
has been shown to be variously expressed along the cell

cycle, maximally during quiescence and minimally dur-
ing S-phase, which correlates with the need for dNTP
during DNA replication [11]. Apart from SAMHD1, sev-
eral reports suggest that suppression of nucleotide metab-
olism underlines the establishment of a quiescent state
and promotes genomic instability [12–14]. Altogether, we
brought up the hypothesis that SAMHD1 may facilitate
the entry into or the maintenance of quiescence. To test
our hypothesis, we used suspension cultures of the mono-
cytic cell line THP-1 that differentiate into a macrophage-
like phenotype under phorbol-12-myristate-13-acetate
(PMA) treatment and therefore transit from a dividing
state to a quiescent state. PMA-induced differentiation of

Fig. 1 SAMHD1 overexpression promotes PMA-induced differentiation-related morphological phenotype of THP-1 cells. THP-1 control cells and
monoclonal cell lines stably expressing HA-tagged SAMHD1 (wild-type or the HD/AA catalytically inactive mutant) or shRNA targeting SAMHD1
were differentiated by addition of 65 nM of PMA in the culture medium (2.10^5 cells/ml). 24 h after PMA removal, cells were left in PMA-free
medium for several days. (a) Cell morphology was observed with a Zeiss 5 microscope (Gx20). The pictures shown here were taken 72 h after
PMA addition. The results are representative of three independent experiments. (b) For each cell line, cytoplasmic extensions of cells 72 h after
PMA addition were counted and normalized with regards to cell numbers (approximately 300 cells in each condition). The cytoplasmic extensions
ratios obtained result from two independent experiments
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THP-1 cells results, among other things, in cell morpho-
logical changes, adhesion to the plastic surface and ex-
pression of macrophage surface markers such as CD11a,
CD11b and ICAM1 [15, 16]. In addition, THP-1 cells ac-
quire the ability to restrict HIV infection along
differentiation, following SAMHD1 dephosphorylation on
a specific threonine [17–19].
We established THP-1 myeloid cell lines stably overex-

pressing HA-tagged wt SAMHD1 or the catalytic mutant
form of the protein (HD/AA, referred to SAMHD1μ on
the figures) or cells depleted of SAMHD1 (shSAMHD1).

As previously reported, the promoter from the pLenti vec-
tor used for SAMHD1 expression is sensitive to PMA [4].
In the absence of PMA, exogenous SAMHD1 is poorly
expressed, while in PMA-treated cells, levels of SAMHD1
and SAMHD1 HD/AA increased equally (Additional file 1:
Figure S1A).
PMA-mediated THP-1 differentiation is visible under

the microscope with the appearance of multiple mor-
phological changes, including the transition from a
round shape to a fibroblast-like shape, the appearance of
membrane extensions and cell adhesion to the support

Fig. 2 SAMHD1 overexpression increases differentiation-associated adhesion of cells. Equal numbers of cells from each Cell line described in Fig. 1
were tested for their ability to adhere in the presence (a) or absence (b) of the PMA differentiation-inducer, using the xCELLigence apparatus. Three
independant experiments were conducted, two of them are shown. (c) The slopes of the curves during the adhesion process in (a) and (b) (from 0 to
1 h) were calculated for all cell lines in both experiments
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(Additional file 2: Figure S2). Following PMA treatment,
cells stably expressing HA-tagged SAMHD1 displayed a
fibroblast-like shape and multiple extensions faster than
control cells (Ctrl) or cells depleted of SAMHD1
(shSAMHD1) that remained in a round shape (Fig. 1a
and Additional file 2: Figure S2 for the kinetics of these
changes). Cells stably expressing the HD/AA mutant
had an intermediate phenotype. For each cell line we
counted the cytoplasmic extensions appearing over time
after PMA-induced differentiation. Determination of the
ratios between the number of extensions and the

number of cells in each condition showed an increase of
differentiation-associated cytoplasmic extensions in cells
overexpressing HA-SAMHD1 compared to control cells
(Fig. 1b). As suspected, cells overexpressing the HD/AA
catalytic mutant showed an intermediary phenotype,
with more extensions than control cells but less than
cells overexpressing the wild-type protein. As a corollary,
SAMHD1 depleted cells displayed less of these
extensions.
Cell adhesion was monitored using the xCELLigence

system developed by ACEA Biosciences, which relies on

Fig. 3 SAMHD1 overexpression contributes to maintain low levels of cyclin A following PMA-induced differentiation. Cell lines described in Fig. 1
received (or not) a 65 nM PMA treatment for 24 h, then were distributed in 6-well plates. Cells were lysed at the indicated times (from day 0 to
day 5 of differentiation). Western-blot analysis of two markers was conducted in whole cell extracts: Cyclin A (a), whose quantification
levels compared to GAPDH are shown in (b), and the macrophage differentiation marker CD11b (c). The results are representative of two
independent experiments
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the measurement of electrical impedance of the cell
population by micro-electronic biosensors in a plastic
well over time [20]. Two parameters reflect fast and
strong adhesion: a high slope of the line < impedance = a
(time) + b > at the beginning of the measure and a high
cell index providing that cells are plated at the same
density. Cells overexpressing wt SAMHD1 adhered to
the support after PMA addition faster than control cells,
SAMHD1 HD/AA expressing cells and SAMHD1 de-
pleted cells whose impedance levels were slightly de-
creased (Fig. 2a, 2 distinct experiments shown). Same
results were obtained with three different clones for each
cell line (data not shown and Additional file 1:Figure S1
B for the analysis of the selected clones by western blot).
In agreement with these observations, the slope of the
line during the first hour of adhesion was higher in cells
where SAMHD1 was overexpressed (Fig. 2c). Import-
antly, SAMHD1 HD/AA overexpression had no effect
on the increase of cell adhesion, though it was expressed
as well as the wild type protein (see western blot Add-
itional file 1: Figure S1). Finally SAMHD1-depleted cells
adhered in a reproducible way a little bit less efficiently
than control cells, suggesting that endogenous SAMHD1
could also facilitate differentiation (Fig. 2a).
To our surprise, even in the absence of PMA, a small in-

crease in adhesion capability was detected in SAMHD1
overexpressing cells (Fig. 2b and c). This increase was re-
producible but in some experiments was transient (Fig. 2b,
Exp. 2) and, in any case, less efficient than in PMA-treated
cells (Fig. 2c). Nonetheless, overexpression of wt SAMHD1
was not sufficient to induce cell differentiation or to confer
a differentiation-associated restriction phenotype against
HIV to dividing THP-1 cells (without PMA), while it can
increase restriction when the cells were differentiated in
the presence of PMA (data not shown and [21]).
We further analyzed expression of cell cycle (Cyclin A)

and differentiation (CD11b) markers following PMA treat-
ment. Cyclin A is a classical cyclin, whose levels fluctuate
during cell cycle progression, being up in S and G2 phases
and down from early mitosis to the end of G1 and in non-
dividing cells [22]. Two to four days after PMA treatment,
cyclin A levels remained high in wt THP-1 cells and
SAMHD1-depleted cells, but stayed low in SAMHD1
over-expressing cells (Fig. 3a, b and Additional file 3:
Figure S3 for a second experiment). No final conclusion
could be drawn with SAMHD1 HD/AA cells, in which
cyclin A levels did not always fluctuate in the same direc-
tion (Fig. 3a, b and Additional file 3: Figure S3). These re-
sults further suggest that SAMHD1 could facilitate the
quiescent state, though it is unclear whether it depends on
the enzymatic activity of the protein. CD11b was also ana-
lyzed as a marker of differentiation [15, 16]. The kinetics
of CD11b appearance did not significantly change with
SAMHD1 over-expression or extinction (Fig. 3c).

Quiescence and differentiation are intimately linked
when treating THP-1 cells with PMA. On the one
hand entry into quiescence is induced by cellular dif-
ferentiation. On the other hand, SAMHD1 overex-
pression may help to maintain a quiescent state that
facilitates differentiation. Further work is needed to
unravel the exact mechanism by which SAMHD1 im-
pacts this transition process. A distinct relevant
model to study transition from quiescence to prolifer-
ation per se is provided by primary CD4+ T cells,
which transit from a quiescent state to a dividing
state following activation. This activation process cor-
relates with enhanced cell permissivity to HIV-1 in-
fection and with SAMHD1 phosphorylation [6, 7, 17,
23–25]. We hypothesized that SAMHD1 may contrib-
ute to maintain CD4+ T cells in a quiescent state. In
support of this hypothesis, we found that SAMHD1
expression is reduced along T-cell activation (Fig. 4)
in agreement with recent studies [23]. Future work
should aim to analyze whether SAMHD1 overexpres-
sion in quiescent CD4+ T cells would delay entry into
cell cycle following T cell activation and whether the
lentiviral accessory protein Vpx, on the contrary, by
triggering SAMHD1 degradation, could accelerate the
activation process. We speculate that SAMHD1-
mediated restriction finds support in its ability to
modify cell cycle parameters, in addition to the direct
inhibition of reverse transcription.

Fig. 4 Reduction of SAMHD1 expression after T cell activation. Total
peripheral blood CD3+ or CD4+ T cells (extracted from peripheral blood
mononuclear cells with BD Bioscience CD3+ or CD4+ negative-selection
kit, respectively) were activated by incubation with CD3/CD28 beads
(1bead/5cells). Total SAMHD1 levels were assessed in whole cell extracts
by western-blot at 0 (T0), 4 (T1) 8 (T2), 24 (T3), 36 (T4), 48 (T5), 72 (T6)
hours after activation (top) and normalized to GAPDH for quantification
(bottom). One representative experiment among three is shown
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Additional files

Additional file 1: Figure S1. Expression of endogenous and exogenous
SAMHD1 in the different cell lines. THP-1 cells transduced with lentiviral
vectors expressing HA-tagged SAMHD1 wt, SAMHD1 HD/AA mutant, or
shRNA targeting SAMHD1 mRNA were clonally selected under puromycin
treatment (2 μg/ml) for two weeks. (A) Expression of HA-SAMHD1 or
endogenous SAMHD1 is shown for clones 25 (HA-SAMHD1 wt), 14
(HA-SAMHD1 HD/AA) and 4 (shSAMHD1) that were chosen for the results
presented in this manuscript. (B) The results of all the experiments were
reproducible with distinct monoclonal cell lines (blue boxes). (PDF 466 kb)

Additional file 2: Figure S2. Kinetics of cell morphological changes
after PMA addition in the different THP-1 cell lines. Cell lines shown in
Fig. 1, differentiated by PMA treatment for 24 h, were observed with a
Zeiss 5 microscope (Gx20). Pictures were taken at the indicated times
after treatment with PMA. (PDF 610 kb)

Additional file 3: Figure S3. Cyclin A level fluctuations after PMA
treatment in the different THP-1 cell lines. This figure shows a second
independent experiment as the one presented in Fig. 3 a and b.
Western-blot assessment of cyclin A and GADPH levels at the indicated
times was conducted (A) and quantification was performed (B).
(PDF 280 kb)
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