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Organisation spatiale de LFA-1 à la synapse 

immunologique des lymphocytes T cytotoxiques : 

approches de microscopie de super-résolution. 

 

Résumé en français 

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) est une intégrine centrale dans la fonction 

cytotoxique des lymphocytes T CD8+ car elle permet la formation de la synapse immunologique 

avec les cellules cibles. La régulation de cette interaction cellulaire est contrôlée par la qualité 

de l’engagement de LFA-1 avec son ligand ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). Un 

support clef au contrôle spatio-temporel de l’activation de LFA-1 est le cytosquelette d’actine 

corticale dans lequel est ancré LFA-1 par son domaine intracellulaire. Comment LFA-1 est 

organisée à la synapse immunologique et comment la coordination entre LFA-1 et cytosquelette 

d’actine s’opère de manière précise au sein des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont des 

questions non résolues. 

Le but de ce projet de thèse a été d’étudier l’organisation précise de la distribution de LFA-1 à 

la synapse immunologique en relation avec l’actine corticale sous-jacente au contact entre 

lymphocytes T cytotoxiques et les cellules présentatrices d’antigènes. Pour ce faire, des 

approches de microscopies de super-résolution SIM (Structured Illumination Microscopy), 

dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) et TIRF (Total Internal 

Reflexion Fluorescence microscopy) ont été développées. Elles ont été appliquées à des 

lymphocytes T humains non transformés dérivés de contrôles sains et de patients atteints d’une 

immunodéficience congénitale, le Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), caractérisé par un 

défaut de remodelage du cytosquelette d’actine à la synapse immunologique.  

L’emploi de l’approche de dSTORM en mode TIRF nous a permis de révéler que dans sa 

conformation activée, LFA-1 forme à la synapse une ceinture radiale composée de centaines de 
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nano-clusters. L’intégrité du cytosquelette d’actine et notamment la protéine WASP s’avèrent 

importantes pour la formation de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, comme le montre le 

défaut de formation de cette ceinture dans les lymphocytes de patients WAS. L’approche de 

SIM multi-couleur nous a permis de révéler le rôle de la ceinture de LFA-1 dans le confinement 

des granules lytiques. Par comparaison de marquages avec des anticorps spécifiques de 

différentes conformations de LFA-1, notre travail montre également que l’activation de LFA-1 

s’opère de manière digitale, dans le sens où les nano-clusters fonctionnent comme des unités 

au sein desquelles l’activation de LFA-1 suit une loi du tout ou rien. 

En conclusion, ce travail de thèse démontre l’intérêt des approches de microscopie de super-

résolution pour révéler des mécanismes clefs de l’activation des lymphocytes T et pour 

appréhender la nature des défauts à l’origine de dérèglements pathologiques de la fonction de 

ces cellules. 
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Spatial organization of LFA-1 at the immunological 

synapse of cytotoxic T lymphocytes: super-resolution 

microscopy approaches. 

 

Abstract 

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) is a central integrin in the function of 

cytotoxic CD8+ T lymphocytes since it allows the formation of the immunological synapse with 

target cells. The regulation of this cellular interaction is controlled by the quality of the 

engagement of LFA-1 with its ligand, ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). A key 

support for the spatio-temporal control of LFA-1 activation is the cortical actin cytoskeleton in 

which LFA-1 is anchored by its intracellular domain. How LFA-1 is organized at the 

immunological synapse and how the coordination between LFA-1 and actin cytoskeleton 

operates accurately within cytotoxic CD8+ T lymphocytes are unresolved issues. 

The aim of this thesis project was to study the precise organization of the LFA-1 distribution at 

the immunological synapse in relation to the cortical actin underlying the contact between 

cytotoxic T lymphocytes and target cells. For this purpose, super-resolution microscopy 

approaches, including SIM (Structured Illumination Microscopy), dSTORM (direct STochastic 

Optical Reconstruction Microscopy) and TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence 

microscopy) were developed. They were applied to untransformed human T lymphocytes 

derived from healthy donors and patients with a congenital immunodeficiency, the Wiskott-

Aldrich Syndrome (WAS), characterized by actin cytoskeleton remodeling defects at the 

synapse. 

The use of the dSTORM approach revealed that activated LFA-1 forms a radial belt composed 

of hundreds of nanoclusters. The assembly of this belt depends on the integrity of the actin 

cytoskeleton, as shown by the impairment of this structure in the T lymphocytes derived from 
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the WAS patients. The multi-color SIM approach allowed us to investigate the role of the LFA-

1 belt in the confinement of lytic granules. Furthermore, the combination of staining with 

antibodies specific of LFA-1 conformation states shows that LFA-1 activation is a digital 

process, whereby nanoclusters operate as units in which LFA-1 activation follows an on / off 

rule. 

In conclusion, this PhD work exemplifies the great asset of super-resolution microscopy 

approaches to reveal key activation mechanisms in T lymphocytes and explore the nature of the 

defects causing pathological dysregulation of the function of these cells.  
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 Approches de microscopie 

A. La microscopie, un outil d’agrandissement dans le 

prolongement de l’œil humain  

1. De la loupe au premier microscope composé de lentilles de Van 

Leeuwenhoek et Hooke 

L’évolution de l’homme a toujours coïncidé avec la nécessité de comprendre l’infiniment petit. 

En effet si certaines choses (objets, être vivants) paraissent suffisamment grandes pour être 

perceptibles à l’œil nu, pour une grande majorité d’entre elles, l’œil humain est incapable de 

les percevoir. Aussi performant qu’il puisse être, l’œil humain ne peut voir au-delà d’une 

certaine taille. Pour un œil normal d’être humain le plus petit objet capable d’être vu est 

d’environ 100 µm (diamètre d’un cheveu) lorsque celui-ci est situé à une distance de 25 cm de 

l’œil. Par conséquent, certains êtres, de très petite taille, comme les bactéries (0.1 à 10 µm) ne 

sont pas visibles à l’œil nu. Malheureusement, ces êtres invisibles sont à l’origine de maladies 

ou infections. Pour les mettre en évidence et comprendre leur fonctionnement, il a fallu élaborer 

une instrumentation capable de projeter vers l’œil des images agrandies. Des découvertes 

archéologiques montrent que l’utilisation de certains matériaux (l’émeraude, sphères de verre 

dans l’eau…) comme loupes remonte au XIIème siècle avant JC. Cependant l’emploi du 

microscope composé de lentille ne date que du XVIIème siècle. Si des hésitations persistent sur 

l’invention du microscope, l’utilisation du microscope à des fins de biologie est généralement 

attribuée au hollandais Antoni Van Leeuwenhoek et au britannique Robert Hooke. Les travaux 

de ces derniers ont permis de mettre en évidence des êtres vivants de petite taille telle que les 

bactéries (initialement nommées « animalcules »).  
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2. Le microscope optique de base 

Le microscope est donc un instrument permettant de voir des objets de très petite taille par 

agrandissement grâce à sa composition d’une ou de multiple lentilles. Dans tout microscope les 

éléments suivants sont indispensables : une source lumineuse, une ou plusieurs lentilles, un 

échantillon et un détecteur du signal. 

a- La nature de la lumière 

La lumière provenant de la source est formée d’une onde électromagnétique et de particules 

appelées photons (hypothèse de Broglie). Une onde électromagnétique est une onde sinusoïdale 

constituée d’une composante électrique et d’une composante magnétique perpendiculaires mais 

ayant la même direction de propagation. L’unité spatiale caractérisant cette onde est la longueur 

d’onde qui correspond à la distance (en mètre) séparant deux pics. Les photons sont des 

particules sans masse qui ne peuvent être caractérisées que par leur énergie liée à la longueur 

d’onde. Il existe deux types d’illumination : le premier est le cas où la lumière illumine 

directement l’échantillon et l’observation se fait par transmission, c’est la lumière transmise. 

Le deuxième type est le cas où la lumière est réfléchie par un miroir avant d’illuminer 

l’échantillon et l’observation se fait par transmission, c’est la lumière réfléchie.  

b- Agrandissement de l’image par des lentilles optiques 

La lumière qui traverse le microscope passe à travers des lentilles convergentes qui permettent 

d’agrandir l’image. Le pouvoir d’agrandissement des lentilles est caractérisé par son 

grossissement. Les rayons parallèles à l’axe optique ressortent de la lentille en convergeant vers 

le point focal, si et seulement si la lentille est sphérique.  
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c- Un échantillon 

L’objet d’intérêt doit être placé sur un support qui lui est dédié de manière à ce qu’il puisse être 

illuminé. Un objet biologique peut être observé sans préparation particulière. Toutefois l’objet 

doit être capable de laisser passer la lumière au travers de sa structure.  

d- Un détecteur 

Dans le contexte d’un microscope optique simple c’est notre œil qui nous permet de voir 

l’image de l’objet d’intérêt. Le point de l’image forme un point dans notre œil. Les rayons 

provenant de l’oculaire doivent être parallèles. Puis ils vont être focalisés par le cristallin afin 

de s’imprimer sur la rétine. De nos jours le détecteur le plus couramment utilisé est la caméra 

ce qui permet ainsi de pouvoir enregistrer des images. Pour la détection du signal en 

microscopie de fluorescence et en particulier en microscopie de super-résolution, on utilise des 

caméras EMCCD ou sCMOS. La caméra EMCCD est utilisée pour sa haute sensibilité à 

détecter les molécules individuelles. En effet le rapport entre le nombre de photons qui frappe 

la caméra et le nombre de photons incidents est proche de 90%. C’est ce qu’on appelle 

l’efficacité quantique de la caméra. Pour la caméra sCMOS son avantage réside sur la vitesse 

d’acquisition qui est très élevée. Son efficacité quantique est d’environ 70%. Dans notre étude 

nous avons utilisé une caméra EMCCD avec l’avantage de pouvoir détecter des signaux faibles 

de fluorescence. Cette caractéristique s’avère utile dans la détection des molécules individuelles 

qui ont souvent de faibles signaux. 

Cependant pour avoir une bonne détection il convient de prendre en compte les bruits qui 

peuvent parasiter le signal. On dénombre trois sources potentielles de bruits différentes : le bruit 

généré par la caméra (bruit noir), le bruit dû à l’amplification électronique du signal (bruit de 

lecture) et le bruit lié à la nature aléatoire de la lumière (bruit photonique). 
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3. Le principe de la résolution selon de la loi d’Abbe 

Presque deux siècles plus tard, le microscope de Van Leeuwenhoek et Hooke évolua grâce aux 

travaux réalisés par Ernest Abbe. Ses travaux constituent jusqu’à nos jours les fondements de 

la microscopie optique. En effet il démontra en 1873, par la formule qui porte son nom que la 

diffraction de la lumière provenant de l’échantillon et passant par les lentilles des objectifs 

limitait la taille des plus petits objets que l’on peut voir avec une telle instrumentation, à savoir, 

200nm. Cette limite de taille dépend de la longueur d’onde de la lumière (λ) utilisée pour 

illuminer l’échantillon, de l’indice de réfraction (η) du milieu de propagation de la lumière et 

de l’angle de réfraction de la lumière (sin α). La formule d’Abbe :  

𝑑 =
𝜆

𝜂 sin 𝛼
 

Plus d’un siècle après la formulation de cette loi les avancées technologiques n’ont eu de cesse 

d’outrepasser cette limite et d’aller toujours vers l’infiniment petit dans le but d’étudier des 

structures ou des phénomènes biologiques et physiques infiniment petits. 

B. Imagerie de super-résolution optique de fluorescence 

La microscopie optique a, depuis toujours, représenté un outil très privilégié dans la biologie 

cellulaire. Elle permet non seulement l’étude sur des structures vivantes mais aussi sur des 

structures fixées. L’utilisation de marqueurs spécifiques permet l’observation de petites 

structures de l’ordre du nanomètre. De plus, la variété de biomarqueurs fluorescents constitue 

un large choix de marqueurs non invasifs permettant la conservation des structures biologiques. 

Cependant la taille des structures étudiées à l’aide de la microscopie conventionnelle reste 

relativement grande comparée à la taille réelle de certaines structures biologiques. En effet des 

structures biologiques de quelques nanomètres à quelques dizaines de nanomètres ont pu être 

révélées et étudiées, grâce à la microscopie électronique. Comme abordé précédemment, la 
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taille du plus petit objet capable d’être vu à l’aide d’un microscope optique dépend de la 

longueur d’onde de la lumière et de l’objectif utilisé. La limite de la résolution s’explique par 

la diffraction de la lumière. A partir des années 2000, des approches dites de super-résolution 

ont commencé à voir le jour. La microscopie STED1,2, la microscopie par illumination 

structurée (SIM)3,4 et la microscopie de localisation de précision5–9 sont des techniques 

d’imagerie qui permettent actuellement de franchir la barrière de diffraction et d’étudier des 

structures ou molécules à l’échelle nanométrique. Le sous-chapitre que nous allons developper 

ci-dessous est composé de deux grandes parties. Dans la première partie nous faisons un rappel 

sur les généralités de la microscopie optique de fluorescence, le principe, l’utilisation et les 

limites. Dans la deuxième partie nous discutons du développement des techniques de super-

résolution, leurs principes, leurs ulitisations et leurs limites. 

1. Principes et limites de la microscopie optique de fluorescence 

a- Les caractéristiques de la fluorescence 

i- La fluorescence 

La fluorescence est un événement caractérisé par l’émission de photons après absorption de la 

lumière par un objet (Figure 1). Le phénomène d’absorption a lieu lorsque dans un atome un 

électron capte (absorbe) l’énergie d’un photon. En absorbant cette énergie l’électron passe d’un 

niveau d’énergie stable (de faible énergie = niveau fondamental) à un niveau d’énergie plus 

Figure 1: Principe de la fluorescence à l'échelle 

atomique. Représentation du déplacement des 

électrons dans leurs orbitales après absorption 

d'énergie et après libération de cette énergie. 

“The Bohr Model of the Atom”  

Source: 

http://www2.ucdsb.on.ca/tiss/stretton/chem1/elecon5.html 
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élevé. L’électron change alors d’orbitale atomique en passant du niveau fondamental (S0) au 

niveau excité (S1). Cependant, l’état excité n’étant pas un niveau stable, l’électron va vite libérer 

l’énergie captée. C’est ce que l’on appelle l’émission, présentée au travers du diagramme de 

Jablonski (Figure 2). 

Ainsi l’émission est le phénomène qui se produit lorsque l’électron quitte l’état excité pour 

retourner à l’état fondamental en libérant l’énergie emmagasinée. Le retour entre l’état excité 

(S1) et l’état fondamental (S2) n’est pas direct (diagramme de Jablonski). Une fois à l’état excité, 

un phénomène appelé la relaxation radiative conduit à une libération de chaleur. Cette libération 

de chaleur constitue une perte d’énergie qui fait passer l’électron du niveau S1 à un niveau 

d’excitation légèrement inférieure, le niveau S1’. A partir du niveau S1’ l’électron revient à l’état 

fondamental S0 en émettant l’énergie restante. Ce processus de perte d’énergie par conversion 

interne entraîne un autre phénomène très connu en fluorescence : le décalage de Stokes (Stokes 

shift). 

ii- Le décalage de Stokes  

Il se caractérise par une énergie d’absorption plus haute que l’énergie d’émission. Par 

inversion la longueur d’onde d’absorption est plus petite que la longueur d’émission. Par 

conséquent le pic du spectre d’émission est décalé vers les longueurs d’ondes plus grandes. 

 

Figure 2: Diagramme de Jablonski 

Source : http://nptel.ac.in/courses/102103044/module2/lec6/1.html 

 

http://nptel.ac.in/courses/102103044/module2/lec6/1.html
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Petit rappel historique 

Stokes est le premier à avoir noté le phénomène de fluorescence (Figure 3). Il aurait utilisé la 

lumière qui passait au travers d’une vitre colorée en violet pour filtrer la lumière du soleil et 

illuminer un récipient qui contenait de la quinine mélangée à l’eau. Cette vitre teintée en violet 

transmettait sélectivement une lumière en dessous de 400nm. La lumière violette était ensuite 

absorbée par la quinine. Il aurait ensuite disposé un verre jaune de vin blanc sur le trajet de la 

lumière qui passait au travers du récipient. La lumière incidente qui arrivait à l’œil était alors 

bleue, proche de 450 nm et provenait de la fluorescence de la quinine (Lakowicz book10).  

 

iii- Les propriétés de la fluorescence 

La lumière émise est caractérisée par trois propriétés majeures : le rendement quantique, la 

durée de vie de la fluorescence et le coefficient d’extinction.  

 Le rendement quantique 

Le rendement quantique est le rapport entre le nombre de photons absorbés et le nombre de 

photons émis. Il détermine l’efficacité d’une molécule fluorescente et est propre à chaque 

fluorophore. Les molécules fluorescentes ont des rendements quantiques compris entre 0,1 et 

1. Plus ce rendement est proche de 1 meilleure est l’efficacité de l’émission. 

Figure 3 : Le décalage de Stokes (Lakowicz book10 and http://wikipedia.qwika.com/en2pt/Stokes_shift ) 

http://wikipedia.qwika.com/en2pt/Stokes_shift
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𝜑 =
𝑁𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑠

𝑁é𝑚𝑖𝑠
 

 La durée de vie de fluorescence 

La durée de vie correspond au temps moyen que va passer une molécule à l’état excité avant de 

revenir à l’état basal. Les durées de vie de fluorescence des molécules sont généralement de 

l’ordre de la dizaine de nanosecondes. 

 Le coefficient d’extinction ε 

Le coefficient d’absorption représente la probabilité qu’une molécule absorbe un photon. Plus 

il est grand, plus l’intensité de la fluorescence sera grande pour une intensité d’excitation et un 

rendement quantique identique.  

b- Les molécules de fluorescence 

Pour révéler les structures biologiques il faut des marqueurs spécifiques capables de reconnaître 

des sites localisés sur ces structures et dotés d’une capacité à émettre de la fluorescence après 

excitation. En microscopie optique on utilise généralement deux stratégies de marquages : soit 

une immunochimie soit une fusion de protéines fluorescentes. Parmi les molécules 

fluorescentes, il existe des protéines avec une fluorescence naturelle ou intrinsèque dont 

l’origine provient des acides aminés aromatiques présents dans ces protéines ou des cofacteurs 

d’enzymes. Une autre catégorie de molécules fluorescentes est dite extrinsèque car elles ne 

possèdent pas une capacité de fluorescence naturelle. Dans ce cas, un marquage est requis avec 

des sondes (chromophores) qui ne sont excitables qu’avec des longueurs d’ondes plus élevées 

que celles requises pour les fluorophores naturels.  

De nos jours les marqueurs employés sont le plus souvent des fluorophores organiques, des 

protéines fluorescentes ou bien des nano-cristaux (quantum dots)11. Dans le cadre de mes 
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travaux de thèse je vais me focaliser uniquement sur les fluorophores organiques et les 

protéines fluorescentes. 

i- Fluorophores organiques  

Ces sont des marqueurs de très petite taille. Ils sont issus d’une synthèse chimique et possèdent 

de nombreuses doubles liaisons alternées. Pour que ces marqueurs puissent être utilisés en 

biologie ils sont très souvent couplés à des anticorps spécifiques par liaisons covalentes. 

L’utilisation de ses marqueurs permet une excitation et une émission dans une gamme de 

spectres très larges encadrant les limites extrêmes du visible (bleu profond) au rouge lointain, 

voire au-delà. Ces marqueurs sont relativement brillants et peuvent être éteints par un processus 

de photoblanchiment. Quelques-uns de ses marqueurs sont cités dans le tableau 1.  

Fluorophores Excitation 
 (nm) 

Emission 
 (nm) 

ε 
(M-1cm-1) 

Rendement  
quantique 

Alexa Fluor 488 495 519 71,000 0.92 

Alexa Fluor 568 578 603 91,300 0.69 

Alexa Fluor 647 650 665 239,000 0.33 

Cy3 550 570 150,000 0.15 

Cy5 649 670 250,000 0.28 

 

Tableau 1: Propriétés de fluorescence de certaines molécules de la famille des Alexa Fluor et des 

carbocyanines. Adapté de Dempsey et al. 201112 

 

ii- Protéines fluorescentes 

Ce sont des protéines ayant la propriété d’émettre une fluorescence naturellement. Elles peuvent 

être produites génétiquement dans une cellule. En effet le gène de la protéine fluorescente peut 

être fusionné in vitro au gène de la protéine d’intérêt. Le gène recombinant est ensuite introduit 

dans les cellules. Ces cellules vont ensuite synthétiser la protéine de fusion qui sera alors 

fluorescente. La plus connue et la première des protéines naturellement fluorescentes est la GFP 

(Green Fluorescent Protein) issue de la méduse Aequarea victoria13. Il existe plusieurs variantes 
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de cette protéine. Cette protéine a la particularité de ne pas être spécifique d’une espèce ; elle 

est relativement stable ; elle ne nécessite pas de substrat ; elle peut être fusionnée à de multiples 

protéines d’intérêt. 

c- La microscopie de fluorescence 

La microscopie de fluorescence constitue l’une des techniques majoritairement employées en 

biologie cellulaire pour identifier la localisation des protéines.  

i- Les principes de la microscopie de fluorescence 

La microscopie de fluorescence est une technique basée sur la détection de la fluorescence 

provenant d’un marqueur fluorescent après excitation, comme expliqué précédemment. Pour 

ce faire il est nécessaire d’avoir une source lumineuse de forte intensité ou bien un laser pour 

parvenir à exciter le fluorophore. La lumière provenant de la source lumineuse rencontre un 

premier filtre (filtre d’excitation) qui laisse passer uniquement la longueur d’onde d’excitation. 

Puis elle est réfléchie à la surface d’un miroir dichroïque avant d’illuminer l’échantillon. La 

lumière d’émission provenant de l’échantillon rencontre à nouveau le miroir dichroïque en 

passant au travers de celui-ci avant de traverser le filtre d’émission et de heurter le détecteur. 

Dans le cas d’une microscopie à champ large, le signal récolté par le détecteur provient du plan 

focal mais aussi de part et d’autre de ce plan. Le pouvoir résolutif de ce type de microscopie est 

limité à 250nm en latéral et à 600nm en profondeur selon la théorie d’Ernest Abbe. L’invention 

de la microscopie confocale par Adrian Minsky en 195314 a été une révolution majeure en 

microscopie de fluorescence. Elle a permis un gain de 30% de la résolution optique latérale 

comparée à la microscopie de champ large. Cette microscopie consiste à éliminer tout signal 

provenant des plans en dehors du plan focal par l’utilisation d’un sténopé ou « pinhole » (« trou 
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d’épingle »). Ce pinhole est situé avant le détecteur et sur le plan foyer optique de l’objectif et 

permet d’atteindre une résolution de 170nm en latéral et 500nm en profondeur (Figure 4). 

 

ii- Les limites de la résolution optique par la diffraction: 

 Le critère de Rayleigh 

La résolution est donnée par la PSF (Point Spread Function) dans le plan x-z, y-z et x-y. La PSF 

est une fonction d’étalement de point. Elle est définie dans trois dimensions (x-z, x-y et y-z) ce 

qui donne donc un volume. Sur un axe latéral, en 2D la PSF n’est pas un point mais une tache 

avec des disques concentriques (tache d’Airy). En 2D la PSF peut être rapprochée à la fonction 

gaussienne15 suivante : 

𝑃𝑆𝐹(𝑥, 𝑦) =
𝐼0

𝜎√2𝜋
 exp (−

(𝑥 − 𝑥0)2 + (𝑦 − 𝑦0)²

2𝜎²
 

Où I0 est l’intensité maximale, (x0, y0) représentent les coordonnées du centre et σ est l’écart-

type. 

Figure 4: Principe de la microscopie confocale (Basil et al 

2013)237. 
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La tache d’Airy décrit le meilleur point de lumière focalisée qu’une lentille parfaite peut donner 

avec une ouverture circulaire. En revanche ce meilleur point de lumière est limité par la 

diffraction puisque le disque d’Airy sera le meilleur spot qu’on obtiendra dans la limite de la 

diffraction de la lumière. On ne pourra pas collecter des images au-delà de la limite de la 

résolution du microscope. Deux disques d’Airy non distincts montrent une incapacité à pouvoir 

discriminer deux points rapprochés dans une image. Par contre deux disques parfaitement 

distincts donnent la résolution de l’image (Figure 5).  

La résolution est la distance à laquelle deux points voisins peuvent être distingués 

individuellement. Selon le critère de Rayleigh, la résolution correspond à la distance entre les 

deux pics de disques d’Airy séparés par le premier minimum. Dans un milieu donné la 

résolution dépend de l’indice de réfraction de ce milieu et un disque d’Airy doit contenir un 

seul et unique point.  

La formule pour déterminer la résolution d’un système optique est la suivante : 

𝑟(𝑥, 𝑦) = 0.61
𝜆

𝜂 sin 𝛼
 

θ est l’angle qui va donner le premier minimum ; α =𝜃

2
 correspond à l’angle de diffraction ; η 

est l’indice de réfraction ; λ est la longueur d’onde d’excitation ; r est la résolution. 

L’angle qui va donner le premier minimum à partir de l’ouverture est mesuré à partir de la 

direction de la lumière entrante et est donné par l’approximation suivante si on est dans l’air : 

sin 𝜃 = 1,22
𝜆

𝑑
 

θ est l’angle qui va donner le premier minimum ; d est le diamètre du disque d’Airy ; λ est la 

longueur d’onde d’excitation. 
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Dans le cas de la microscopie conventionnelle, la résolution est fixe et dépend de la longueur 

d’onde utilisée. Cependant des techniques ont été développées récemment pour outrepasser 

cette limite et obtenir des meilleures résolutions pouvant atteindre l’échelle moléculaire. 

2. Développement des techniques de microscopie de super-résolution 

La microscopie conventionnelle reste un outil de choix concernant l’étude des structures 

biologiques à l’échelle de la centaine de nanomètres. Elle reste, en revanche, limitée lorsqu’on 

veut étudier avec précision des structures à l’échelle moléculaire et macromoléculaire du fait 

de la diffraction. Dans un souci de pouvoir s’affranchir de cette barrière de diffraction et 

améliorer la précision de localisation, au début des années 2000, des techniques dites de super-

résolution commencent à voir le jour. C’est le début d’une ère nouvelle qui permet de distinguer 

des structures au-delà de la résolution optique des microscopies photoniques. Théoriquement, 

elles permettent de distinguer deux fluorophores situés à une distance plus petite que 250nm 

pour la microscopie de champ large ou 170nm pour la microscopie confocale. 

 

 

Figure 5: Représentation de la tache d'Airy 
https://www.nature.com/nmeth/journal/v14/n4/full/nmeth.4224.html 

 

https://www.nature.com/nmeth/journal/v14/n4/full/nmeth.4224.html
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a- La microscopie de STED 

Le STED (Stimulated Emission Depletion) consiste à exciter l’échantillon avec le laser 

d’excitation puis à superposer l’émission de fluorescence simultanément avec un laser de 

déplétion qui va balayer l’échantillon afin d’éliminer la fluorescence à la périphérie de manière 

à former un « doughnut » avec une réminiscence de la fluorescence uniquement au centre du 

« doughnut ». Cette technique permet d’atteindre 50 nm de résolution latérale en moyenne, en 

réduisant la largeur de la PSF (Figure 6B). Bien que proposée dès 1994 par Hell et ses 

collègues2, cette technique commence à avoir un véritable succès qu’à partir des années 

20001,16. Quelques années plus tard la technique est étendue aux trois dimensions 

multicouleurs17. 

Cette technique a ensuite évolué avec l’ajout du gain de la résolution dans les trois 

dimensions18,19. Le STED 3D permet de créer un « doughnut » dans l’axe latéral mais aussi 

dans l’axe axial donnant une meilleure résolution latérale et axiale comparée à une microscopie 

confocale conventionnelle. La résolution attendue avec le STED 3D est de 50nm en latéral et 

130nm en axial. Cette résolution peut être améliorée théoriquement car elle dépend de la 

puissance de la déplétion.  

b- La microscopie à illumination structurée 

Dans l’approche de microscopie à illumination structurée, la trajectoire de la lumière est 

similaire à celle de la microscopie de fluorescence à champ large. Une grille optique capable 

de mouvements est employée, créant des lignes parallèles qui sont projetées sur l’échantillon 

dans les directions latérale (xy) et axiale (z). Les images sont acquises pendant que les grilles 

sont en mouvement le long de l’axe des x par translation. Ensuite une rotation de la grille 

optique le long de l’axe y est appliquée avec des angles prédéterminés pour obtenir une 

amélioration isotropique de la résolution (Figure 6A). Des franges de Moiré sont créées par les 
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motifs de la grille et le signal provenant de l’échantillon. Ces franges sont ensuite transmises 

de l’objectif vers la caméra. Les images qui en résultent sont ensuite transférées dans l’espace 

de Fourier, ce qui va permettre la reconstruction des structures d’origine en enlevant les motifs 

de la grille optique des franges de Moiré, étant donné que ceux-ci constituent la partie connue 

dans le mélange, l’inconnue étant la structure de l’échantillon3,4. Pour obtenir une amélioration 

de la résolution en profondeur, la projection de la grille est également structurée le long de l’axe 

z. La section de résolution optique en profondeur est ainsi améliorée de deux fois, comparée à 

celle obtenue en microscopie à fluorescence conventionnelle. Ainsi les résolutions théoriques 

atteintes sont aux alentours de 120nm en latéral et 250nm en profondeur, en fonction de la 

longueur d’onde employée20. 

Figure 6 : Schéma représentant les principes des approches de microscopie de super-résolution SIM 

et STED21.(A) Principe de la microscopie d’illumination structurée. Le panel de gauche représente 

une image avec les motifs appliqués lors de l’acquisition. Le panel central montre les trois rotations 

de la grille et l’étape de reconstruction mathématique. Le panel de droite représente le schéma d’une 

image reconstruite en SIM. (B) Principe de la microscopie de STED. Le panel de gauche représente le 

balayage de l’échantillon par le laser à l’étape d’acquisition. Le panel central montre la forme de la 

PSF lorsque l’échantillon est illuminé simultanément avec le laser d’excitation et le laser de 

déplétion. Le panel de droite représente le schéma d’une image STED.( Schermelleh 2010)21 
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c- La microscopie de localisation de molécules individuelles 

i- Le principe de la microscopie de BaLM 

En 2004 une nouvelle technique de super-résolution appelée imagerie de molécule individuelle 

de haute résolution par photoblanchiment (« Single-molecule High-Resolution Imaging with 

photobleaching (SHRImP) ») a été mise en application par Gordon et ses collaborateurs. 

L’approche du SHRImP utilise les propriétés de photoblanchiment de sondes fluorescentes pour 

mesurer la distance entre deux sondes fluorescentes attachées aux deux extrémités d’une 

molécule d’ADN. Au cours de l’acquisition les sondes vont disparaître irréversiblement par 

photoblanchiment. Les molécules disparues vont être localisées avec une précision de 5nm et 

une distance de séparation des sondes de 10 à 20nm22.  

Basée sur le principe de photoblanchiment, SHRImP a servi de base au développement de 

l’approche du BaLM en 2011. La microcopie de BaLM (Bleaching/blinking associated 

Localization Microscopy) est basée sur la localisation des molécules fluorescentes qui 

disparaissent par photoblanchiment7,23. Elle utilise les propriétés intrinsèques que possèdent la 

plupart des sondes fluorescentes communes (protéines fluorescentes ou fluorophores 

synthétiques couplés aux anticorps) à photoblanchir ou à apparaître par intermittence 

(photoblinking). Lors d’une acquisition BaLM une dizaine de milliers d’images est acquise en 

utilisant un microscope conventionnel (champ large, confocal ou TIRFM). Ensuite, chaque 

image est soustraite de l’image précédente afin d’obtenir les molécules individuelles. Ainsi, au 

fur et à mesure que l’intensité du signal disparaît au cours du temps, dans la pile d’images 

acquises, on isole individuellement chaque événement de photoblanchiment. A partir de la pile 

d’images contenant les points isolés, une image de plus haute résolution est reconstruite. Dans 

l’exemple montré dans la figure ci-dessous, les auteurs ont utilisé des cellules COS-7 dans 

lesquelles ils ont marqué l’alpha tubuline avec un anticorps couplé à l’Alexa Fluor 488 pour 

révéler les microtubules. Pour l’acquisition des images ils ont utilisé une camera EMCCD, 
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associée à des grossissements secondaires pour avoir une taille de pixel de 61nm. Pour 

démontrer que le BaLM fonctionne ils partent d’une image diffractée des microtubules (Figure 

7A) et en zoomant dans une région de cette image (Figure 7B) on note clairement la limite à 

distinguer deux filaments lorsqu’ils sont très proches. Le panel C représente des molécules 

provenant d’une soustraction d’image pour détecter les intensités des points qui ont disparu 

(photoblanchiment)/apparu (photo-clignotement). Les intensités les plus fortes ont été définies 

comme les molécules individuelles si leur rayon était inférieur à 2,5 fois la déviation standard 

de la PSF de base (Figure 7E). Dans les panels D et F les graphiques représentent 

respectivement le nombre de photons émis et la précision de localisation obtenue après 

ajustement des PSF par une fonction gaussienne. Rappelons que ces deux paramètres sont très 

importants pour améliorer la résolution. Pour obtenir une image BaLM toutes les images de 

localisations (Figure 7G) ont été empilées pour former une image (Figure 7H). Enfin, le gain 

de résolution a été mis évidence en traçant une ligne localisée au même endroit sur l’image 

diffractée et sur l’image BaLM. Sur le graphique représentant l’intensité en fonction de la 

distance on peut clairement observer que la structure visualisée comme un seul filament dans 

l’image diffractée, correspond en réalité à deux filaments bien individualisés dans l’image 

BaLM7. 

Ici les auteurs obtiennent bien un gain de résolution avec le BaLM puisqu’ils mettent en 

évidence des structures faisant une soixantaine de nanomètres, sachant qu’avec des approches 

d’imagerie conventionnelle nous sommes limités à 250 nm.  



 
 

- 33 - 

 

ii- Le principe de la microscopie de dSTORM  

C’est en 2006 que Rust et ses collaborateurs ont développé le STORM (STochastic Optical 

Reconstruction Microscopy). L’approche du STORM utilise des molécules fluorescentes 

synthétiques, telles que les Alexa Fluor et les Carbocyanines, couplées à des anticorps. Ces 

molécules sont employées par paire composée d’un activateur et d’un récepteur. Initialement la 

paire utilisée était la Cy3 (exc:532) comme activateur et la Cy5 (exc:633) comme récepteur. 

On illumine avec le laser permettant l’excitation de l’activateur et l’émission de l’activateur 

Figure 7 : Détection des molécules individuelles et reconstruction d'une image BaLM. (A) Image de 

microtubules limitée par la diffraction en TIRF par l'emploi d'anticorps secondaires couplés à l'Alexa 

Fluor 488. Les têtes de flèches montrent des billes utilisées pour le réalignement des images. (B) Image 

agrandie de la zone encadrée en jaune dans (A). (C) Trois images consécutives représentatives des séries 

d’images de soustraction de deux molécules avant et après photoblanchiment/photo-clignotement. (D) La 

distribution du nombre de photons émis par les molécules individuelles (n=15microtubules). (E) La 

localisation des deux molécules apparaissant dans l’image du milieu dans (C). (F) La distribution des 

localisations de précision des molécules détectées en BaLM. (G) Démonstration schématique montrant 

comment les molécules localisées à partir d’images différentes sont additionnées pour obtenir la 

reconstruction d’une image BaLM. (H) Représente la reconstruction d’une image BaLM des microtubules 

montrés en (B). (I) Représentation de l’intensité (normalisée à 1) à partir d’une ligne tracée sur l’image 

diffractée en (B) (tracé violet sur le graphique) et sur la reconstruction BaLM en H (tracé bleu sur le 

graphique). Barre d’échelle A : 5 µm, B : 1 µm C et E : 0,6 µm (Burnett et al.2011)7. 
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permet l’excitation du récepteur. Une oscillation se produit entre l’émission de l’activateur et 

l’excitation du récepteur pendant plusieurs cycles8. L’approche du dSTORM (direct STORM) 

utilise une sonde fluorescente simple couplée à des anticorps et est basée sur la propriété que 

possèdent certaines sondes fluorescentes à osciller entre un état noir et un état d’émission de 

fluorescence6,9,24–29. Les molécules fluorescentes passent dans un état appelé Triplet 

correspondant à un état métastable de non fluorescence30. Le passage dans l’état Triplet 

nécessite une très forte puissance de laser de l’ordre du kilowatt par cm² et est facilité par la 

présence d’une faible quantité d’oxygène (Figure 8A). Cette capacité à permuter d’un état à un 

autre entraîne l’apparition de clignotements des molécules lorsqu’elles sont illuminées avec une 

très grande fréquence d’images par millisecondes. Plusieurs dizaines de milliers d’images des 

événements de clignotement sont acquises puis le centre de masse de chaque point apparaissant 

est localisé et consigné sous forme de coordonnées (x,y). Une même molécule fluorescente 

apparaît plusieurs fois au cours de l’acquisition avant de disparaitre définitivement par 

photoblanchiment.  

 

iii- Le principe de la microscopie de PALM  

L’approche du PALM (PhotoActivable Localization Microscopy)5 a aussi été développée en 

2006 par Betzig et ses collaborateurs et en parallèle par Hess et ses collaborateurs. La 

microscopie de PALM consiste à faire exprimer une protéine fluorescente. Cette protéine a pour 

particularité de pouvoir être photoactivée de manière séquentielle sur l’échantillon. Puis chaque 

centre de masse des molécules est localisé de manière individuelle et la PSF est affinée suivant 

une courbe gaussienne. Enfin une image avec une meilleure résolution est reconstruite (Figure 

8B). Théoriquement, la localisation de chaque molécule peut se faire avec une précision de 

localisation pouvant aller en dessous de 10nm. 



 
 

- 35 - 

Cette approche est similaire au dSTORM. La seule différence réside dans l’utilisation de 

protéines ayant des propriétés de photoactivation ou de photoconversion. Le terme 

photoactivation désigne le passage d’une molécule d’un état de non-fluorescence à un état de 

fluorescence et la photoconversion est le passage d’une longueur d’onde d’émission de 

fluorescence à une autre.  

 

Figure 8:Principes du dSTORM et du PALM25.(A)Diagramme de Jablonski et principe d’acquisition 

du dSTORM (Van de Linde et al, 201125). (B) Principe d’acquisition du PALM (Betzig et al, 2006)5. 
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3. Applications des techniques de super-résolution  

Bien que très récentes, les techniques de super-résolution ont permis de comprendre de 

nombreux phénomènes biologiques dont la localisation et l’organisation de certaines protéines 

mais aussi la structure de certains organelles cytoplasmiques (Figure 9). Des techniques comme 

le SIM et le STED ont permis l’étude de structures comme le noyau et les pores nucléaires31. 

La très grande précision de localisation du PALM et du dSTORM a permis d’étudier 

l’organisation de certains organelles comme les lysosomes5 ou des composés du complexe 

d’adhésion comme la Vinculin et l’alpha-actinine32. Le PALM/dSTORM possède un avantage 

considérable par rapport aux autres techniques de super-résolution (SIM et STED). Il s’agit de 

la possibilité de réaliser une illumination TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence) qui 

permet d’imager à la membrane des cellules et sur une épaisseur très fine (jusqu’à 200nm de 

profondeur). Ce mode d’illumination est basé sur l’inclinaison du laser d’excitation jusqu’à 

atteindre un angle critique, qui conduit à la création d’ondes évanescentes. Ainsi l’excitation 

des molécules se limitera à l’épaisseur de ces ondes d’évanescence33. Dans le domaine qui nous 

intéresse, l’immunologie, l’emploi des techniques de super-résolution commence à prendre 

place avec l’étude de l’organisation de certaines protéines membranaires comme le TCR à la 

synapse immunologique34. Cette étude à laquelle nous faisons référence, montre par une 

approche de microscopie de dSTORM que le TCR est organisé en clusters de taille 

nanométrique au centre de la synapse immunologique lorsque les lymphocytes T sont activés. 

Les précisions apportées par cette étude sur l’organisation et l’activation du TCR sont très 

importantes et nous ont permis de nous interroger sur l’organisation d’autres récepteurs à la 

synapse immunologique. En effet l’organisation précise d’autres récepteurs tels que les 

molécules d’adhésion à la synapse immunologique, dans le cadre des cellules T cytotoxiques, 

reste à étudier. Les approches de super-résolution constituent donc des outils forts intéressants 

pour l’étude en détails de ces molécules. 
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Figure 9:Comparaison d'une même cellule COS-7 exprimant la protéine lysosomale 

transmembranaire CD63 marquée par une protéine photoactivable : PA-FP kaede TIRF (A) et PALM 

(B) (Betzig et al.2006)5. 
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 Rôle de l’intégrine LFA-1 dans les lymphocytes T 

CD8+  

A. Les intégrines des leucocytes  

Il existe trois grandes familles d’intégrines connues dans les leucocytes : LFA-1, Mac-1 et 

P150, 9535–37. Ce sont des protéines d’adhésion majeures qui permettent aux leucocytes de 

s’accrocher sur les cellules endothéliales et de migrer au travers. Elles ont été identifiées à l’aide 

d’anticorps monoclonaux particuliers reconnaissant des classes particulières de leucocytes chez 

l’homme et chez la souris. Elles sont connues comme étant cruciales dans l’efficacité de la lutte 

contre les infections et leur absence privilégie les infections récurrentes. En effet les intégrines 

des leucocytes sont primordiales pour le recrutement des cellules immunitaires du sang vers les 

sites d’infections et pour la formation du contact avec les cellules présentatrices d’antigènes38,39. 

Mac-1 connue encore sous le nom d’OKM1 ou Mo-1 est exprimée majoritairement à la surface 

des macrophages, des cellules tueuses naturelles (NK : Natural Killer), des monocytes et des 

granulocytes, mais pas dans les lymphocytes T40. LFA-1 (CD11a/CD18 ou TA-141) est requise 

pour les activités fonctionnelles et la migration des lymphocytes T et des NK40,42. LFA-1 et 

Mac-1 ont une distribution cellulaire distincte et n’ont pas de réaction croisée43. Il existe aussi 

d’autres intégrines appelées VLA et sont généralement exprimées dans les lymphocytes. Elles 

apparaissent tardivement après l’activation des lymphocytes (very late after activation). On 

dénombre jusqu’à 5 VLA différentes44. Dans le cadre de cette thèse uniquement LFA-1 a été 

étudiée. Dans les chapitres et paragraphes qui suivent nous nous focalisons donc sur LFA-1, 

sur son rôle dans les lymphocytes T et sur pourquoi elle est particulièrement importante dans 

les lymphocytes cytotoxiques. Un encart présentant les autres LFA précède le début du prochain 

paragraphe. 
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Leukocyte Function-Associated 

Les autres Leukocyte Function-Associated antigen35,42,45 

Il existe trois LFA connues : LFA-1, LFA-2 et LFA-3. LFA-2 et LFA-3 semblent être 

spécifiques aux fonctions des lymphocytes T. LFA-3 ou CD58 est exprimée à la surface des 

cellules présentatrices d’antigènes ou à la surface des macrophages. Elle se lie à son ligand CD2 

exprimée sur les lymphocytes T et sur les cellules tueuses naturelles (NK). D’autre part les 

anticorps anti-LFA-1 et anti-LFA-2 inhiberaient les activités des leucocytes en se liant aux 

cellules effectrices tandis que les anticorps anti-LFA-3 se lieraient aux cellules cibles pour 

inhiber la fonction cytotoxique. Ainsi les autres LFA sont requises pour la liaison avec les 

cellules cibles mais ne sont pas toutes exprimées dans les cellules effectrices. Cependant 

l’inhibition seule de la protéine LFA-1 suffit à induire des défauts fonctionnels dans les 

cellules46. 

 

B. LFA-1 est une molécule importante dans la naissance  des 

lymphocytes T 

Le rôle du système immunitaire est de défendre notre organisme contre l’intrusion de corps 

étrangers. Ce processus se fait grâce à la capacité des cellules immunitaires à distinguer le soi 

du non-soi. Dans la réponse immunitaire trois types de cellules sont connus comme participant 

activement à l’élimination des pathogènes: les lymphocytes, les cellules NK et les macrophages. 

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux lymphocytes T cytotoxiques, impliqués 

particulièrement dans la réponse immunitaire adaptative. Cette réponse contrairement à la 

réponse innée est plus spécifique et plus efficace dans l’élimination des cellules infectées (virus, 

bactéries ou parasites) ou tumorales. En effet ces cellules sont capables de reconnaître de 
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manière spécifique des antigènes grâce à leur TCR (T Cell Receptor). Environs 95% des 

lymphocytes T expriment un TCR composé d’une chaîne α et d’une chaîne β, les autres 

exprimant une chaine γ et une chaine δ. Dans le cadre de notre étude nous décrirons seulement 

les lymphocytes T exprimant le TCRαβ. Il est important de noter que les lymphocytes T résultent 

d’un processus de différenciation et de maturation à partir de progéniteurs lymphoïdes. Toutes 

ces étapes vont avoir lieu dans le thymus47 et requiert l’expression de LFA-148. Nous allons 

brièvement décrire ce processus car il nous sera important pour comprendre en quoi les 

lymphocytes T sont des cellules essentielles dans notre système immunitaire.  

1. Du progéniteur lymphoïde commun à un lymphocyte T spécifique : étape 

sous le contrôle de LFA-1 

Les lymphocytes T dérivent de progéniteurs lymphoïdes communs et sont caractérisés par le 

TCR et son corécepteur CD3 (Cluster of Differentiation 3) en association avec deux autres 

corécepteurs CD4 ou CD8. En effet le complexe TCR/CD3 est propre aux lymphocytes T et 

permet une reconnaissance des peptides antigéniques spécifiques présentés par le CMH 

(complexe majeur d’histocompatibilité). Ce mécanisme de reconnaissance est important et 

assure une réaction spécifique des lymphocytes T contre les peptides du non-soi et minimise la 

réaction contre des peptides du soi.  

a- Entrée des progéniteurs lymphoïdes dans le thymus 

Les progéniteurs lymphoïdes quittent la moelle osseuse pour aller vers le thymus via la 

circulation sanguine grâce au chimiotactisme. Ils vont entrer dans le thymus par extravasion à 

travers les vaisseaux sanguins situés proche des zones cortico-médullaires thymiques49. Ce 

processus est sous le contrôle de certaines chimiokines capables d’activer les intégrines à la 

surface des cellules lymphoïdes (LFA-1, les intégrines α4) afin de permettre l’accrochage puis 

l’extravasion au niveau des cellules endothéliales qui expriment leur ligand (ICAM-1 et V-
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CAM-1)37,49–51. Les thymocytes au sein du thymus vont migrer d’une région à une autre du 

thymus afin d’y subir les différentes stades de différenciation et l’engagement vers la lignée 

lymphocytaire T est stimulé par le récepteur Notch1. En effet l’environnement constitué par les 

cellules stromales thymiques est propice au développement des lymphocytes T en favorisant la 

prolifération et l’acquisition de certains marqueurs (CD3) et interleukines (IL-7). A ce stade les 

progéniteurs sont dits doubles négatifs. Autrement dit, ils ne possèdent ni CD4 ni CD8 (CD4- 

CD8-). Ensuite, dès que la prolifération est terminée, les thymocytes sont capables d’exprimer 

les gènes RAG1 et RAG2 nécessaires au réarrangement des gènes codant les chaînes α et β du 

TCR47,49,52. 

2. Expression du pré-TCR 

A partir des progéniteurs doubles négatifs il va y avoir un réarrangement de l’ADN au niveau 

des locus codant la chaîne β car produit en premier. Puis la chaîne β s’associe à pTα (chaine α 

de substitution) et avec CD3 pour former le pré-TCR. Cette association conduit à la 

prolifération de thymocytes double positifs (DP) pré-TCR+, c’est-à-dire qu’ils possèdent un 

préTCR+, et sont CD8+CD4+. Le réarrangement génétique du locus de la chaîne α du TCR se 

fait au stade DP et les cellules expriment ainsi le TCR néosynthétisé53.  

3. Education des thymocytes DP TCR+ 

Une fois le TCR exprimé à la membrane des cellules celui-ci va subir un contrôle de qualité à 

travers deux sélections : positive et négative. Elles ont pour but de garder les TCR capables de 

reconnaître un antigène présenté par les CMH de l’individu (sélection positive) puis d’éliminer 

les TCR ayant une très forte affinité avec les antigènes du soi (sélection négative). 
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C. Différenciation des thymocytes en lymphocytes T CD4 ou 

CD8 

Le réarrangement génétique conduisant à l’expression du TCR a pour but de produire des 

lymphocytes T possédant des TCR différents. Cependant, ces TCR doivent répondre à certaines 

exigences, à savoir : 1) être capables de transmettre un signal au lymphocyte ; 2) pouvoir 

reconnaître les molécules du CMH de l’organisme qui leur présentent les antigènes ; 3) ne pas 

être spécifiques des composants du soi. 

Tous les thymocytes qui satisfont ces conditions vont être sélectionnés positivement, les autres 

subissent une mort par apoptose (Figure 10). Par conséquent, les thymocytes DP vont perdre 

un marqueur et devenir des simples positives (SP) CD4+ ou CD8+. La reconnaissance du TCR 

des molécules de classe I ou II du CMH est déterminante dans la conservation de l’un ou l’autre 

marqueur (CD8 ou CD4). Les lymphocytes CD8+ reconnaissent généralement des molécules 

présentées par le CMH de classe I et les lymphocytes CD4+ reconnaissent CMH de classe II54,55 

(Figure 10). Les lymphocytes T ainsi différenciés vont sortir du thymus pour aller se loger dans 

les organes lymphoïdes primaires. Toutefois, cette sortie nécessite, en plus de la molécule 

d’adhésion LFA-1, un remodelage actif du cytosquelette d’actine56.  

En effet une protéine de la famille des Formins : mDia1 habituellement connues pour participer 

à la nucléation du cytosquelette d’actine est impliquée dans le trafic des lymphocytes T. Une 

étude menée en 2007 montre que l’absence de la protéine mDia1 induit une diminution des 

lymphocytes T puisque les cellules mDia1 déficientes perdaient la capacité de nucléation de 

l’actine, de polarisation, de migration et d’une réponse immunitaire efficace56. 

Une autre protéine impliquée dans la régulation de la polymérisation de l’actine, la Coronin 1A 

a été reportée comme primordiale dans la migration des thymocytes et des lymphocytes T. Elle 

est impliquée dans l’inhibition du complexe Arp2/3 en charge de la polymérisation de l’actine. 
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Une déficience de cette protéine régulatrice entraîne une diminution de la migration et une 

augmentation de la mort cellulaire car l’actine est hyper-polymérisée57,58.  

Nous verrons dans les chapitres suivants les protéines qui sont impliquées dans le remodelage 

de la structure d’actine. 

1. L’activation des lymphocytes T CD8+: naissance de cellules tueuses 

professionnelles cytotoxiques  

Nous venons juste de voir que les lymphocytes T CD8+ sont des lymphocytes T qui expriment 

un corécepteur CD8 en plus du complexe TCR/CD3 suite aux différentes étapes de sélection 

opérées dans le thymus. Ces lymphocytes T sont dits naïfs car n’ayant jamais rencontré 

d’antigènes et circulent dans les organes lymphoïdes périphériques et dans le sang. Ils sont 

capables de reconnaître des peptides antigéniques présentés par le CMH de classe I d’une 

cellule présentatrice d’antigène (CPA). Lorsque le lymphocyte T CD8+ naïf rencontre un 

Figure 10: Schéma de la différenciation des lymphocytes T (Savino 

2006)55 
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peptide antigénique présenté à la surface d’une CPA, il ralentit sa course et s’arrête. L’activation 

du TCR induit la formation d’un contact très ferme, médié par LFA-1, entre le lymphocyte T 

CD8+ et la CPA. La zone de contact constitue une structure particulière appelée la synapse 

immunologique59–61. Une prolifération clonale rapide et une différenciation effectrice s’opèrent, 

suite à l’activation. Sous les 4 à 5 jours qui suivent, les cellules clonales se chargent en granules 

cytotoxiques spécifiques contenant de la perforine et des granzymes62. En effet une étude 

réalisée en 1997 nous montre que les CD8+ effecteurs expriment un taux plus élevé des gènes 

codant pour la perforine et le granzyme B mais aussi pour le ligand FasL, transformant ainsi les 

CD8+, en CD8+ cytotoxiques spécifiques et hautement chargés63. Une autre étude réalisée en 

2011 a d’ailleurs montré qu’à la synapse immunologique le chargement des granules lytiques 

(perforine, granzymes A et B) se faisait progressivement à l’intérieur des lysosomes LAMP1+64. 

Les lymphocytes T CD8+ deviennent ainsi des CTL (cytotoxic T lymphocytes) c’est à dire des 

cellules armées de la réponse immunitaire adaptative capables d’éliminer toute cellule infectée 

ou tumorale. 

Nous discuterons plus en détail du rôle de la synapse cytotoxique dans le chapitre III.  

2. Activation des lymphocytes T CD4 : coopération cellulaire avec les 

lymphocytes T CD8  

Les lymphocytes T CD4+ effecteurs sont capables d’activer les lymphocytes T cytotoxiques, 

les lymphocytes B et les macrophages d’où le nom de lymphocytes Th (Lymphocytes T CD4+ 

helper ou T auxiliaires). Ils ont pour fonction d’activer les autres lymphocytes en secrétant des 

substances solubles appelées cytokines. 

Les lymphocytes T CD4+ naïfs sont capables de reconnaître des peptides du CMH II d’une CPA 

via son TCR. Le contact formé entre les deux cellules constitue la synapse immunologique et 

aboutit à l’activation du lymphocyte T CD4+ naïf. Le lymphocyte activé va ensuite se multiplier 
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et donner des clones composés de plusieurs milliers de cellules identiques. Ces clones 

expriment au niveau de leur membrane le récepteur à l’IL-2. La production de l’IL-2 fait suite 

à l’activation du lymphocyte. L’IL-2 est nécessaire pour l’entrée dans le cycle cellulaire et la 

multiplication des lymphocytes T clonaux. Le signal transduit, induit l’expression de nouvelles 

protéines qui attribuent de nouvelles fonctions au lymphocyte T CD4+. Ce dernier se différencie 

en cellule effectrice. Cette différenciation est sous le contrôle de la nature du signal fournit par 

les cytokines sécrétées par la CPA et conduit à l’émergence de lymphocytes T effecteurs de 

type Th1, Th2, Th17.  

Les lymphocytes Th1 sont produits pour répondre contre des micro-organismes intracellulaires. 

Leur différenciation est modulée par les cytokines IL-12 et IFN-γ (Interféron γ). Les 

lymphocytes Th2 sont produits lors de réponse humorale en réponse aux micro-organismes 

extracellulaires comme les vers. Leur différenciation est induite par l’IL-465. Les lymphocytes 

Th17 sont produits en réponse aux agressions des muqueuses par les bactéries ou champignons. 

Leur différenciation est modulée par les cytokines IL-6, TGF-β (facteur de croissance 

transformant), IL-23 et IL-21. 

La reconnaissance des peptides antigéniques présentés par le CMH est primordiale dans la 

capacité des CTL à éliminer les cellules infectées ou tumorales. La formation d’un conjugué 

entre CTL et CPA est la conséquence de l’activation du TCR. Néanmoins, il arrive que la 

réponse immunitaire échoue soit par élimination des cellules saines du soi: réponse auto-

immune, soit par la difficulté à éliminer des cellules infectées ou tumorales: immunodéficience. 

Dans ces travaux de thèse nous allons voir comment la qualité d’activation d’une molécule 

d’adhésion cellulaire contrôle la qualité d’élimination des cellules cibles dans le cadre d’un 

syndrome d’immunodéficience appelé le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). 
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D. La molécule d’adhésion de LFA-1 : un système clef-serrure de 

choix contrôlé vers un ancrage de qualité 

Dans notre étude nous avons mis le focus sur les lymphocytes T CD8+. De nombreux travaux 

datant des années 80 nous révèlent que LFA-1 est étroitement impliquée dans la réponse 

immunitaire et que son absence conduit à des infections bactériennes récurrentes chez des 

patients LFA-1 déficients66–68. Son expression à la surface des cellules est requise pour le 

développement des progéniteurs lymphoïdes, le recrutement des leucocytes vers les sites 

d’inflammation, l’entrée et la sortie dans les ganglions lymphatiques, la migration et 

l’élimination des cellules infectées61. Le maintien intact de la molécule de LFA-1 a été étudiée 

comme étant primordial dans le homing, dans la réponse allergique69 et dans la sortie des 

lymphocytes T des ganglions lymphatiques70. Nous allons voir dans les paragraphes qui suivent 

comment se présente la molécule de LFA-1, comment elle interagit dans le contexte de la 

formation de la synapse mais aussi quelles sont les signaux de transduction nécessaires à son 

activité.  

1. Description de LFA-1 

LFA-1 est une molécule d’adhésion impliquée dans l’adhérence ferme des cellules. Elle est 

exprimée à la surface des leucocytes et dans la plupart des cellules des tissus lymphoïdes71. Elle 

a été décrite comme s’exprimant majoritairement dans les lymphocytes T et B mais avec une 

expression 3,5 fois plus élevée dans les lymphocytes T72.  

En tant que protéine transmembranaire, LFA-1 est constituée d’un domaine extracellulaire, 

d’un domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique ce qui lui permet une 

communication avec l’environnement extracellulaire et intracellulaire73. C’est une molécule 

formée d’une association hétérodimérique entre deux sous-unités CD11a (αL) et CD18 (β2)40,74. 
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La distinction de LFA-1 des autres intégrines réside sur la similarité entre les sous unités. Les 

intégrines des leucocytes sont dans leur majorité des intégrines β2 c’est-à-dire qu’elles portent 

toutes une sous-unité β identique. Par contre leur sous-unité α est différente d’une intégrine à 

l’autre40,43,71. Nous allons voir en quoi cette distinction est importante ainsi que le rôle de chaque 

sous-unité de LFA-1. 

a- La sous-unité αL ou CD11a 

LFA-1 se distingue des autres intégrines par sa sous-unité α. Celle-ci est composée de trois 

domaines distincts : extracellulaire, transmembranaire et intracytoplasmique. 

La partie extracellulaire de la sous-unité α possède un site de liaison aux cations divalents 

appelé MIDAS (metal ion-dependent adhesion site)75–78. MIDAS est un site localisé au I 

domaine pouvant loger des cations Mg2+ ou Mn2+. La présence de cations dans ce site est 

suffisante pour induire un changement de conformation de LFA-1 favorisant la liaison avec son 

ligand. Donc la liaison de cations au site MIDAS régule l’interaction entre LFA-1 et son ligand. 

C’est la raison pour laquelle, la plupart des inhibiteurs allostériques ou anticorps bloquant la 

liaison entre LFA-1 et son ligand visent essentiellement le site MIDAS79,80. Naturellement, on 

peut se demander si en plus d’être important pour la liaison au ligand, le I domaine serait crucial 

à l’expression de la sous-unité αL. Une étude a démontré que l’absence du I domaine n’a pas 

d’effet sur l’expression de la sous-unité alpha, par contre elle restreint toute liaison avec un 

ligand81. Une autre question serait comment LFA-1 se partage le I domaine entre ICAM-1 et 

les autre ICAMs. Autrement dit, est-ce qu’ils lient tous le même site du I domaine. Il a été 

reporté que chaque I domaine possédait un site différent pour chaque ligand. Bien que les sites 

dans le I domaine se chevauchent, ils se distinguent les uns des autres. De ce fait, même si les 

différents ligands sont stimulés par les mêmes conditions, LFA-1 les lie sélectivement82–84. 
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Enfin une récente étude montre que le I domaine existerait sous trois états (conformations) qui 

vont réguler le processus de liaison pour la fonction physiologique de LFA-185. 

Le domaine intracytoplasmique de αL est composé d’une séquence d’acides aminés 

hautement conservée, KXGFFKR (lysine-x-glycine-phenylalanine-phenylalanine-lysine-

arginine)86. Cette séquence est très importante dans la stabilité de l’adhésion car elle est requise 

dans la séparation entre la sous-unité αL et la sous-unité β2 lorsque LFA-1 est activée87–90. En 

effet, le changement de conformation lors de l’activation de LFA-1 provoque une séparation 

des sous-unités αL et β2 à leur portion intracytoplasmique91. Plus clairement KXGFFKR se lie 

à la calréticuline, une protéine de 60kDa. Cette liaison permet de stabiliser l’adhésion. Le défaut 

de calréticuline a été démontré comme inhibant la liaison des cellules89,92–94. Finalement, bien 

qu’importante pour l’adhésion, la partie intracytoplasmique de CD11a n’est pas nécessaire pour 

l’interaction de l’intégrine avec le cytosquelette d’actine. Seule la sous-unité β2 interagit avec 

les protéines du cytosquelette d’actine mais cela n’empêche pas la nécessité d’avoir la sous-

unité αL intacte pour avoir une bonne adhésion.  

b- La sous-unité β2 ou CD18 

La sous-unité β2 de LFA-1 est constituée d’un domaine extracellulaire, transmembranaire et 

intracytoplasmique. 

La région extracellulaire de la sous-unité β2 possède elle aussi un site de liaison aux cations 

divalents, MIDAS95. Des mutations sur la sous-unité β2 entraînent une perte partielle ou 

complète dans l’association avec la sous-unité α.  

La portion intracytoplasmique est constituée d’un motif NPXY/F qui interagit avec le 

cytosquelette d’actine via de nombreuses protéines d’adhésions91,92. Le rôle de cette sous-unité 

a été mis en évidence chez des patients présentant un défaut d’adhérence des leucocytes. Les 

auteurs de cette étude ont montré que l’absence de la sous-unité β2 était à l’origine de ces 
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défauts d’adhérence96. On peut donc en déduire l’importance de la liaison avec les partenaires 

intracytoplasmiques dans l’adhérence des cellules immunitaires.  

 

Figure 11: Les différentes sous-unités de LFA-1. (A) les différents domaines des sous-unités alpha et 

beta. La barre violette verticale représente la membrane plasmique. (B) Une vue de côté de la structure 

du I domaine de LFA-1. Un ion de Mg²+dans le MIDAS est représenté par une sphère jaune (Yuki et 

al.2010)97 

 

2. ICAM-1 : le principal ligand de LFA-1 

LFA-1 peut se lier à différents ligands par les nombreux sites présents au I domaine: ICAM-1, 

ICAM-2, ICAM-3, ICAM-5 et JAM-1 dans les contextes de migration et de synapse 

immunologique82,98–101. Dans le cadre de cette thèse seule l’interaction LFA-1 et ICAM-1 a été 

étudiée, les caractéristiques des autres ICAM ne seront donc pas décrites.  

ICAM-1 (CD54) est une glycoprotéine transmembranaire. Elle est exprimée à la surface des 

leucocytes et des cellules endothéliales. C’est le ligand requis pour LFA-1 lors de l’interaction 

entre les cellules immunitaires et leurs partenaires cellulaires (cellules endothéliales, cellules 

dendritiques ou cellules présentatrices d’antigènes…) ou entre les cellules immunitaires et les 

tissus environnants102–106. Des études ont montré que l’emploi de drogues ou d’anticorps 
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(TS1/22) qui se lient au I domaine (domaine contenant le site de liaison d’ICAM-1) inhibait la 

liaison avec LFA-1. En conséquence la liaison des lymphocytes T était modifiée107.  

Le contact entre les cellules immunitaires sera décrit dans le chapitre qui suit. 

Comme nous venons de le voir, le maintien de l’intégrité des sous-unités de LFA-1 est 

primordial pour la liaison au ligand et le site MIDAS joue un rôle très important dans cette 

liaison. Cependant le résultat d’une adhérence ne se résume pas à la simple liaison entre LFA-

1 et ICAM-1 mais requiert un lien physique avec des partenaires intracytoplasmiques. De 

nombreuses études antérieures ont reporté l’importance de ces partenaires intracytoplasmiques 

dans ce qu’on appelle, des zones d’adhésion focales dans les cellules COS. Grâce à la 

microscopie de super-résolution on sait maintenant comment sont organisées la plupart des 

protéines qui interagissent avec les intégrines108. En revanche, les études de LFA-1 et de ses 

partenaires intracytoplasmiques avec les mêmes précisions dans les lymphocytes T restent à 

définir.  

3. Activation de LFA-1 : interaction LFA-1/ICAM-1 

Les leucocytes circulant dans le sang ont leurs intégrines LFA-1 inactives, c’est-à-dire qu’elles 

ne sont pas liées à leurs ligands. La liaison des récepteurs aux chimiokines induit l’activation 

des intégrines. Ce mécanisme entraîne un ralentissement puis un arrêt des leucocytes lors de 

l’interaction avec les cellules de l’endothélium, leur permettant ainsi, de le traverser et de 

rejoindre un site d’inflammation. 

L’activation de LFA-1 est caractérisée par l’affinité avec son ligand ICAM-1 et par l’avidité. 

L’affinité peut être définie comme la capacité d’un ligand à se fixer au récepteur en fonction du 

nombre de molécules présentes. Cette association est déterminée par la vitesse de fixation des 

ligands aux récepteurs et dépend de la concentration. Toutes les cellules n’expriment pas le 
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même nombre de LFA-1. Une étude menée en 2014 par Chakraborty et ses collègues par la 

technique de FRET dans une solution, a permis de déterminer la concentration d’ICAM pour 

lier 50% des LFA-1 (constante de dissociation). Les auteurs ont utilisé une protéine 

recombinante LFA-1 conjuguée à l’Alexa Fluor 488 en tant que donneur et un hICAM-1-D1-

D2-Fc conjugué à l’Alexa Fluor 555 en tant qu’accepteur dans une solution. Le FRET a lieu 

lorsque LFA-1 et ICAM-1 sont liés. La constante de dissociation mesurée est de 17.9361± 

34nM109, autrement dit, c’est la concentration en ICAM-1 requise pour lier 50% des LFA-1 

présentes dans la solution. L’autre terme caractérisant l’activation de LFA-1 est l’avidité. C’est 

un phénomène induit par une agrégation des molécules de LFA-1, augmentant ainsi, la 

probabilité d’interaction entre ICAM-1 et LFA-1 et par là même la force de l’adhésion82,110,111. 

L’affinité de cette liaison varie en fonction de l’état d’ouverture de la molécule de LFA-1. Trois 

états principaux de conformation ont été décrits: état d’affinité faible, intermédiaire et haute. 

Lorsque l’intégrine est inactive, elle est repliée sur elle-même ce qui rend l’accès au I domaine 

difficile et réduit ainsi la possibilité de fixation du ligand (panel de gauche, Figure 12). La forme 

intermédiaire étendue représente une affinité intermédiaire avec le ligand (panel du milieu, 

Figure 12). Enfin, la forme étendue ouverte correspond à une forme de haute affinité avec le 

ligand (panel de droite, Figure 12). Ces différents états de conformation de LFA-1 peuvent être 

révélés par l’emploi d’anticorps capables de reconnaître spécifiquement chaque forme comme 

indiqué sur le Figure 12 (mAb HI111, mAb KIM127, mAb 24, respectivement)80,99,112–118.  

Dans ce paragraphe nous nous sommes efforcés de décrire ce qui caractérise l’état d’activation 

de LFA-1. Hors il serait très important de comprendre quels stimuli présents dans l’organisme 

sont capables de moduler l’activation de la molécule de LFA-1. Deux processus de signalisation 

ont été décrits comme voies d’induction de changement de conformation de LFA-1: la 

signalisation Inside-out et la signalisation Outside-In.  
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a- Inside-out signalling  

Dans ce processus d’activation, les signaux qui modulent l’activité de LFA-1 sont 

intracellulaires. Ces signaux transmis de l’intérieur de la cellule résultent de la stimulation ou 

de l’activation d’autres récepteurs (TCR ou récepteurs aux chimiokines). La cascade de 

signalisation en aval de ces récepteurs activés induit le recrutement de protéines de signalisation 

et de protéines associées au cytosquelette d’actine à la portion intracytoplasmique des sous-

unités αLet β2 de LFA-1119. La signalisation « inside-out » est soit induite par des chimiokines, 

des cytokines, ou des agents chemoattractants pour initier une migration ou une transmigration, 

Figure 12: Les différentes conformations de la molécule de LFA-1, révélées par 

microscopie de transmission électronique (Adapté de Nishida et al.2006 et Evans et 

al.2009)112,193. 

mAb 

HI111 
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soit enclenchée par les événements qui s’opèrent lors de la formation de la synapse par 

l’intermédiaire du TCR 120–122. Ce deux signaux, bien que différents aboutissent au même 

résultat, à savoir l’activation de LFA-1. On peut donc se demander si les événements déclenchés 

en aval pour chaque voie de signalisation et leur degré d’activation de LFA-1 sont comparables. 

Effectivement, comme illustré sur le schéma de la Figure 13, l’activation via le complexe 

TCR/CD3 par liaison du TCR au CMH induit le recrutement de la protéine kinase Src qui active, 

à son tour, LCK par phosphorylation. L’activation de LCK favorise le recrutement de la 

protéine ZAP-70 vers le complexe TCR/CD3. Son interaction avec LAT active la protéine SLP-

76 via la PLC-γ1 (phospholipase C). La PLC-γ1 est impliquée dans la génération du Ca²+ et de 

DAG nécessaires à l’activation des protéines GEFs requises pour l’activation de Rap1123–125. 

En conséquence la PLC a été reportée comme étant très importante pour l’activation de LFA-1 

lors de la formation de synapse via le TCR123 à travers Rap1. En effet l’activation de SLP-76 la 

rend capable de se lier à deux types de protéines et de former deux complexes distincts. Ces 

complexes ont pour rôle d’activer deux voies de signalisation ayant pour but l’activation du 

remodelage du cytosquelette d’actine via la protéine WASP (montrée en vert, Figure 13) ou 

VASP (montrée en rouge, Figure 13) et l’activation de LFA-1 via RapL. Dans la voie qui relie 

à l’activation de LFA-1, SLP-76 interagit avec ADAP pour activer SKAP-55. Cette activation 

a pour conséquence l’activation des RapGTPases Rap1 et Rap2 par CALDAG-GEF1 à la 

membrane de la cellule, conduisant ainsi au recrutement de RapL à la portion intracellulaire de 

αL. Cette cascade de signalisation est à l’origine du recrutement des molécules associées aux 

protéines d’adhésion comme la Kindelin-3 et la Talin (montrées en bleu, Figure 13). Ces 

dernières interagissent avec la portion intracellulaire de la sous-unité β2. Les signaux transmis 

entre les molécules recrutées sous la sous-unité β2 et le cytosquelette d’actine vont induire un 

changement de conformation de LFA-1. De nombreuses études réalisées par le passé ont reporté 

que parmi toutes les molécules du complexe d’adhésion la Talin est la molécule qui se lie 
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physiquement à la sous-unité β2. En réalité, la Talin possède une tête composée d’un domaine 

FERM qui interagit directement avec β2. La queue de la Talin représente la portion qui interagit 

avec le cytosquelette d’actine. Autrement dit un enrichissement en Talin s’effectue directement 

sous l’intégrine sous sa conformation de haute-affinité117,126–128.  

 

Les récepteurs aux chimiokines sont connus comme capables d’activer d’autres phospholipase 

C (PLC) impliquées dans la génération du Ca²+ et de DAG nécessaires à l’activation des 

protéines GEFs requises pour l’activation de Rap1123,124. En effet l’étude réalisée en 2004 par 

Katagiri et ses collaborateurs a montré qu’une déficience en PLC-γ1 dans les cellules Jurkat, 

conduisait à une diminution de l’activation de Rap1 sous le TCR et de l’adhésion avec ICAM-

1. En revanche l’activation de Rap1 et de l’adhésion induit par la chimiokine SDF-α étaient 

maintenues intactes123.  

Figure13: La signalisation Inside-out sous le TCR et via les récepteurs aux chimiokines 

(zhang et al.2012)125. 
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On pourrait se référer à d’autres études menées par différentes équipes qui ont montré que 

l’absence de RapL induisait un défaut d’adhésion en réponse aux chimiokines, de homing et de 

migration129–131, ce qui démontre l’importance de RapL dans l’adhésion médiée par LFA-1.  

En résumé, lors de la formation de la synapse c’est la signalisation inside-out qui est utilisée 

suite à la liaison du TCR au CMH. Dans le cadre de ma thèse, la formation de la synapse sur 

des lamelles de verre utilise cette condition par activation du complexe TCR/CD3 par l’emploi 

d’anticorps anti-CD3 (OKT3). 

b- Outside-in signalling 

Dans ce deuxième cas de processus d’activation, c’est la liaison de LFA-1 à ICAM-1 qui 

entraîne des signaux provoquant une augmentation des forces d’adhésion et de l’avidité. Ces 

signaux peuvent être initiés à l’aide d’ anticorps spécifiques qui augmentent la liaison de LFA-

1 à son ligand ICAM-1 par reconnaissance d’un épitope sur le I domaine de la sous-unité 

αL80,112,132. Ils peuvent également être déclenchés par l’ajout de cations divalents comme le 

Mg2+ qui se lie au site MIDAS de la portion extracellulaire de LFA-1132,133.  

E. Le remodelage du cytosquelette d’actine : un réarrangement 

bien contrôlé 

Le cytosquelette d’actine est une structure responsable de la morphologie, du déplacement et 

de l’adhésion des cellules134. Le remodelage du cytosquelette d’actine est essentiel pour la 

migration et la formation de la synapse des lymphocytes T135.  
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1. Du monomère d’actine au filament d’actine 

Le cytosquelette d’actine représente un réseau filamenteux, constitué de monomères d’actine 

(= actine globulaire = actine G). Le filament d’actine est formé par un assemblage des 

monomères entre eux. C’est un processus très dynamique, caractérisé par un assemblage et 

désassemblage d’une extrémité à l’autre du filament. (Figure 14a). 

 

La cinétique de l’assemblage des monomères d’actine en filament dépend de la nucléation, qui 

consiste à former un dimère puis un trimère d’actine. La formation du trimère permet 

l’enclenchement de l’assemblage rapide des monomères dans le processus d’élongation en 

fonction de la concentration de monomères disponible134,136. Cette étape d’assemblage est 

appelée polymérisation et permet de former un filament d’actine d’environs 7nm de diamètre.  

Figure14: Représentation des différents acteurs de la polymérisation 
des monomères d'actine (Goley et Welch 2006) 140. 
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La polymérisation des monomères d'actine aux extrémités des filaments est suivie d'une 

hydrolyse de l'ATP liée aux sous-unités d'actine à l'intérieur des filaments à une vitesse de 0,3 

s-1 et de la dissociation du phosphate à une vitesse de 0,002 s-1 136. Cette étape constitue l’étape 

spontanée et dépend aussi de la concentration en cations (Mg²+). Pour allonger davantage le 

filament d’actine, les Formins interagissent avec le bout barbu et permettent l’ajout de monomères 

(Figure 14d). D’autres nucléateurs sont impliqués dans ce processus de polymérisation comme Spire 

pour l’assemblage des monomères en filaments ou Arp2/3 qui réunit des filaments entre eux. Dans les 

lymphocytes, les Formins ont été bien étudiées et l’une d’elle, la mDia1 a été reportée comme étant 

impliquée dans la réponse aux chimiokines56.  

Cependant nous savons par de nombreuses études et observations incluant la revue dans 

Frontiers de Dupré et al. (Voir dans les annexes) que les lymphocytes T en migration adoptent 

une morphologie particulière, caractérisée par une polarisation définie par un remodelage 

différent de l’actine selon la zone de la cellule (Figure 15). Le cytosquelette d’actine est 

extrêmement dynamique et se remodèle perpétuellement pour permettre la motilité des 

lymphocytes137. Au front migratoire, la polymérisation de l’actine et la ramification des 

filaments fournissent un moteur pour le mouvement cellulaire en repoussant la membrane 

plasmique. Le schéma représenté ci-dessous (Figure 15) illustre un lamellipode caractérisé par 

un maillage dense en actine branchée tandis que les bords et l’uropode sont caractérisés par des 

réseaux de filaments d’actine parallèles136–138. On peut donc se demander quel processus 

contrôle le remodelage du cytosquelette d’actine et que se passe-t-il au niveau de la synapse 

immunologique.  
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2. Le branchement des filaments d’actine sous le contrôle du complexe 

Arp2 /3 

Le complexe Arp2/3 (Actin-related-protein 2/3) est connu comme l’un des nucléateurs capable 

de réunir les filaments d’actine et de former des réseaux ramifiés (les autres étant les protéines 

de la familles des Spires)134,139. Sur la Figure 16 une image de microscopie électronique montre 

une ramification de deux filaments d’actine branchés l’un sur l’autre. Il a été reporté que les 

filaments étaient branchés en Y en formant un angle de 70° et réunis par Arp2/3134 (Figure 16). 

A droite de l’image est représenté le complexe des protéines Arp2/3 et les sous-unités des 

complexes ARPC 1 à 5. Dans les lymphocytes Arp2/3 a été décrit comme ayant un rôle majeur 

dans la ramification du cytosquelette d’actine140.  

En réalité, l’activation du complexe Arp 2/3 est contrôlée par les protéines régulatrices du 

cytosquelette d’actine: les protéines de la famille WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) 

Figure 15: Schéma représentant une cellule en migration et les deux types de 
structures du cytosquelette d’actine caractérisant une cellule polarisée en 
migration (Klotzsch et al.2015)138 
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comprenant la protéine WASP et N-WASP et les protéines de la famille WAVE (WAS-

Verprolin)141. 

 

WASP est exprimée dans les cellules hématopoïétiques, N-WASP en revanche est 

majoritairement exprimée dans les neurones (neuronal-WASP)142. Les protéines de la famille 

WAVE comprennent WAVE1, 2 et 3, seule WAVE2 est exprimée dans les lymphocytes chez 

l’homme143.  

Dans le cadre de ma thèse, nous nous sommes intéressés à la protéine WASP impliquée dans 

une immunodéficience sévère. 

3. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) 

C’est une protéine de 502 acides aminés codée par le gène WAS localisé sur le chromosome 

X144. Ce gène a été identifié pour la première fois en 1987. Les mutations différentes sur ce 

gène conduisent au syndrome de Wiskott-Aldrich145. Cette protéine est requise pour de 

nombreuses fonctions liées à l’activité des cellules hématopoïétiques, notamment la migration 

et la formation de la synapse immunologique146–150. La protéine WASP est constituée de cinq 

domaines et se présente sous deux formes : une forme auto-inhibée et une forme activée. La 

forme auto-inhibée se caractérise par un repliement de la protéine sur elle-même par une 

Figure 16: La morphologie d'un filament d'actine ramifié et du complexe Arp2/3 (Campellone et 

al.2010)134 
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association physique du domaine de liaison de GTPases (GBD) (Figure 17 panel du haut) et du 

domaine C-terminal de WASP VCA (Verprolin homology Central and Acidic domain).  

L’activation de la protéine WASP est permise, grâce à la phosphorylation du résidu Tyrosine 

dans le domaine GBD qui déstabilise la conformation auto-inhibée en permettant la liaison de 

Cdc42 au domaine GBD. Cette modification de conformation a pour conséquence de libérer le 

domaine VCA. Le domaine VCA libéré interagit avec le complexe Arp2/3 pour activer 

l’assemblage des monomères d’actine en filament et induire la protrusion, la mobilité ou le 

changement de forme146,147,151,152 (Figure 17 panel du bas).  

Au domaine WH1, situé à la partie N-terminal de la protéine WASP, se lie la protéine WIP 

(WASP-Interacting Protein)153–155 (Figure 17). Cette liaison a pour but de stabiliser la protéine 

WASP en empêchant sa dégradation par les protéasomes ou par la calpaïne156,157. En effet dans 

des cellules T de souris WIP-déficientes le niveau d’expression de la protéine WASP était 

dramatiquement réduite bien que le niveau des ARN messagers de WASP soit comparable à 

celui trouvé dans des cellules T sauvages156,158. Cette observation a été confirmée chez 

l’homme, avec un patient présentant un niveau de protéine WASP indétectable dans le cadre 

d’une déficience en WIP. L’introduction de la protéine WIP dans les cellules T de ce patient a 

permis de restaurer la protéine WIP159. Une étude menée en 2013 par Watanabe et ses 

collaborateurs montrait que l’engagement du TCR/CD3 entraînait la dégradation d’une fraction 

de la protéine WASP (5% environs) dans les cellules T afin de réguler l’assemblage des 

filaments d’actine WASP dépendant sous le TCR160. 

L’interaction de WIP avec WASP est très importante dans la localisation de WASP dans les 

zones de polymérisation intense d’actine comme les podosomes dans les cellules dendritiques 

et dans des plaquettes. Cette polymérisation est caractérisée par une augmentation des 

ramifications des filaments d’actine161,162. A la synapse immunologique, la polymérisation de 

l’actine survient lors l’activation du TCR qui, par une cascade de signalisation, induit le 
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recrutement et l’activation de WASP et Cdc42 à la synapse. Une protéine de la famille des 

kinases Tec, Itk (interleukin-2-inducible T-cell kinase) a été reportée comme contrôlant 

l’activation de WASP à la synapse immunologique puisqu’une déficience de la protéine Itk 

n’empêche pas le recrutement de WASP à la synapse par contre, WASP reste inactive163. Une 

autre étude menée par Sims et ses collaborateurs en 2007 montre que dans des cellules T CD4+ 

naïves déficientes en WASP, les cellules montrent une formation normale de la synapse initiale. 

En revanche, elles sont incapables de reformer une synapse après la rupture de sa symétrie. La 

synapse fait l’objet d’une déstabilisation et d’une rupture périodiques de sa symétrie exercées 

sous le control de PKCθ et inhibées par la protéine WASP. Le phénomène de déstabilisation 

périodique contrôlée a pour but de favoriser l’activation des cellules T et la sécrétion de IL-

2164,165. Dans le cas de la cytotoxicité il a été démontré, dans une étude antérieure, que les 

cellules T CD8+ ont une efficacité de lyse réduite. Cette réduction s’explique par une réduction 

de la quantité de granules lytiques polarisés vers la synapse face à une cellule B de 

lymphome149.  

Nous savons que la cellule en migration adopte différents types de réarrangement selon la partie 

de la cellule134,136. Dans le sous chapitre ci-dessus il est mentionné que l’activation de la 

molécule de LFA-1 à la synapse induisait une interaction à la partie intracytoplasmique, de sa 

sous-unité β2 avec des protéines connues comme se liant au cytosquelette d’actine127. Cette 

interaction a pour conséquence d’induire la polymérisation de l’actine. On peut donc se 
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demander quel pourrait être le rôle de WASP dans le remodelage du cytosquelette d’actine lors 

de l’activation de la molécule de LFA-1 à la synapse immunologique. 

F. Ancrage de LFA-1 au cytosquelette d’actine 

L’avidité de LFA-1 est la conséquence directe de l’interaction avec une haute affinité de LFA-

1 avec ICAM-1 et est définie par la formation de clusters de conformation ouverte de LFA-1 à 

la surface de la cellule. Deux études menées en 2004 et 2006 par deux équipes de recherche 

distinctes, montrent que les molécules de LFA-1 non activées se distribuent aléatoirement à la 

surface des cellules. En revanche, dès qu’elles se lient à ICAM-1, un regroupement des 

molécules en micro-clusters plus petits puis plus gros s’opère166,167 et la polymérisation de 

Figure 17: Schéma de la protéine WASP sous ses deux conformations (Thrasher et 

Burns 2010)146 
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l’actine permet de stabiliser et d’augmenter l’avidité de l’intégrine LFA-1 lors de la 

signalisation bidirectionnelle. La perturbation du cytosquelette d’actine par des drogues a 

montré une réduction non négligeable de l’avidité de LFA-1 dans des cellules K562 (lignée 

cellulaire humaine immortalisée)166. Une autre étude plus récente réalisée par Ishibashi et ses 

collaborateurs en 2015168 montre que ce regroupement en clusters nécessite des forces générées 

par le cytosquelette d’actine et est régulé par des signaux bidirectionnels112,169. 

Dans notre projet d’étude, nous avons entrepris l’étude du rôle du réarrangement du 

cytosquelette d’actine dans l’activation de LFA-1 à la synapse immunologique. Pour ce faire 

nous avons choisi un modèle naturel de déficience de la protéine WASP : le syndrome de 

Wiskott-Aldrich (WAS).  

Le syndrome de Wiskott-Aldrich 

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est une maladie génétique rare causée par des 

mutations diverses du gène WAS, localisé sur le chromosome X qui entrainent une réduction ou 

une absence de l’expression de la protéine WASP dans les cellules hématopoïétiques151,170. Ce 

syndrome a été découvert pour la première fois par le pédiatre Alfred Wiskott en 1937 puis 

décrit par Robert Aldrich en 1954. L’absence de cette protéine se caractérise donc par une 

fonction défectueuse des cellules immunitaires149,171 ayant pour conséquence le développement 

d’un syndrome d’immunodéficience primaire qui affecte 1 à 10 sur 1 000 000 de naissances et 

concerne des individus de sexe masculin. WAS est caractérisé par une immunodéficience, de 

l’eczéma et une diminution du nombre et de la taille des plaquettes sanguines146,172. 
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 LFA-1 contrôle la formation et la stabilité de la 

synapse cytotoxique 

Le succès d’une réponse immunitaire réside sur la capacité des cellules immunitaires à 

reconnaitre la présence d’un antigène, à migrer vers les sites d’inflammation et à pouvoir former 

des contacts avec les cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Cette reconnaissance requiert 

au préalable l’activation des lymphocytes T via la formation de la synapse entre un lymphocyte 

T et une CPA après reconnaissance de l’antigène37,173,174.  

A. La formation de la synapse immunologique : le TCR 

circonscrit par LFA-1 

Comme nous l’avons vu dans les chapitres précédents, lors de la réponse immunitaire 

adaptative, certaines cellules immunitaires telles que les lymphocytes B ou les cellules 

dendritiques sont capables de se lier directement à l’antigène grâce à l’expression à la surface 

de ces cellules d’immunoglobulines capables de reconnaître les antigènes et de s’y lier par la 

partie Fc. La reconnaissance de l’antigène par les lymphocytes T se fait via le CMH (complexe 

majeur d’histocompatibilité). Le CMH sert surtout à la reconnaissance des peptides 

antigéniques soit endogènes (cytoplasmique) soit exogènes. Il existe donc deux CMH 

différents : le CMH-I est monomérique et reconnaît majoritairement les peptides endogènes et 

le CMH-II est dimérique et reconnaît majoritairement des peptides exogènes122,175,176. Ces 

CMH sont nécessaires pour la présentation des peptides antigéniques à la surface de la cellule 

présentatrice de l’antigène (CPA) afin d’induire l’activation des lymphocytes T par contact. 

Dans ce contexte, l’interaction LFA-1/ICAM-1 est nécessaire pour la formation de la synapse 

immunologique. 
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B. La synapse immunologique : orchestration d’un 

réarrangement spatial à trois temps contrôlé par le remodelage 

du cytosquelette d’actine 

La synapse immunologique représente une structure très complexe faisant intervenir de 

nombreux récepteurs et corécepteurs. La rencontre entre un lymphocyte T et une CPA entraîne 

des changements tant morphologiques que fonctionnelles et moléculaires. Ces changements 

s’opèrent dans un espace restreint qu’est la synapse immunologique et dans des temps très 

courts pour certains événements. Une réorganisation spatio-temporelle a lieu après contact entre 

la CPA et la cellule immunitaire formant des zones bien distinctes et caractérisées par la 

présence de certaines molécules. La synapse est dite mature lorsqu’on distingue un 

regroupement central de clusters (micro-clusters) du récepteur des cellules T (TCR) entouré par 

un anneau de clusters de LFA-1177–180. Au centre de la synapse le cSMAC (central 

Supramolecular Activation Clusters), est enrichi en clusters de TCR et suivi d’une zone 

périphérique enrichie en clusters de LFA-1 activée, le pSMAC (peripheral Supramolecular 

Activation Clusters) et plus à l’extérieur se trouve le dSMAC (distal Supramolecular Activation 

Clusters)181 (Figure 18). Cette répartition spatio-temporelle est très active (dynamique) et est 

orchestrée par la dynamique de l’acto-myosine. Le flux centripète de l’actine entraîne vers le 

pSMAC LFA-1 activée et ancrée au cytosquelette178,182,183. Il a été effectivement démontré que 

le cytosquelette d’actine était essentiel au maintien de l’organisation du ring de LFA-1 à 

synapse immunologique178. 
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 Le rôle de LFA-1 dans l’activité de cytotoxicité  des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques  

LFA-1 est une molécule essentielle pour la formation et la stabilité de la synapse immunologique. 

Néanmoins, ce contact seul ne suffit pas pour une réponse immunologique efficace. 

L’efficacité d’une réponse immunitaire s’évalue par la capacité des cellules immunitaires à éradiquer 

les cellules contaminées. Cette éradication se fait à travers deux processus, le premier est la phagocytose 

menée par les macrophages (système immunitaire inné), le deuxième est l’activité de cytotoxicité, 

menée par les cellules NK et par des lymphocytes T dites cytotoxiques. Ces cellules particulières sont 

capables de produire des molécules toxiques pour lyser les cellules infectées après reconnaissance de la 

présence d’antigènes. Ces molécules sont de deux natures et entraînent la lyse (une rupture 

membranaire) de la CPA : la perforine capable de créer des pores dans la membrane de la CPA et les 

granzymes, des protéases à serine, capables de pénétrer dans la CPA via les pores crées par la perforine 

pour lyser la CPA. 

Phase d’étalement 
0-2min 
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Synapse mature 
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Figure 18 : Les différentes étapes de maturation de la synapse immunologique (adapté de yokosuka 

et Saito 2009)172. 
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A. La déficience de l’adhésion des leucocytes entraîne une 

inhibition de la cytotoxicité 

L’activation de LFA-1 a été reconnue comme étant essentielle pour la libération de ces molécules 

lytiques ( la dégranulation) en réponse à une signalisation inside-out184. Il existe une maladie génétique, 

rare appelée LAD-I (Leucocytes Adhesion Deficiency) dans laquelle une déficience des intégrines des 

leucocytes a permis de mettre en évidence l’importance des intégrines dans les fonctions des leucocytes 

telle que l’activité cytotoxique67. Cette déficience s’expliquerait par l’absence de la sous-unité beta185 

qui est  dégradée aussitôt qu’elle est produite96. LFA-1 a été identifiée à l’aide d’anticorps anti-LFA-1 

qui bloquaient l’activité de cytolyse médiée par les cellules NK et l’activité cytotoxique médiée par les 

lymphocytes T. Ces anticorps bloquent la prolifération de ces deux types de cellules42. LFA-1 joue un 

rôle crucial dans l’étape d’adhésion lors de la reconnaissance de l’antigène par le CTL requise 

pour l’élimination de la cellule cible. Il a été démontré dans les années 80 qu’une déficience de 

LFA-1 et de OKM1 entraînait des infections récurrentes186 et que le blocage de l’intégrine LFA-

1 par l’emploi d’anticorps inhibe la lyse médiée par les CTL38. En effet, les anticorps anti-LFA-

1 ou anti Lyt-2,3 bloquent de façon très spécifique la lyse par inhibition des premières étapes 

de la lyse, à savoir, la formation d’une adhésion ferme, magnésium dépendent, entre le CTL et 

la cellule cible. Si ces anticorps étaient rajoutés à la fin de l’adhésion dépendante du magnésium, 

ils étaient capables d’inhiber la lyse initiée. En revanche, s’ils étaient rajoutés 5 minutes après 

l’initiation de l’étape Calcium dépendent (lethal hit stage), ils étaient sans effet sur la lyse. Le 

blocage de LFA-1 par des anticorps inhibe l’activité de lyse tout en soutenant la sécrétion de 

l’interleukine 2187. Les anticorps employés contre LFA-1 inhibent également l’activité de 

killing des cellules NK. La réduction de l’activité cytotoxique se traduit par un nombre de cibles 

tuées inférieur au nombre de cibles tuées par des cellules NK non-inhibées61. 
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B. Libération des granules lytiques 

L’étude réalisée en 2011 par Sanchez-Ruiz et ses collaborateurs montre que la formation de la 

synapse cytotoxique se fait par une libération de vésicules marquées par LAMP1 et contenant 

la perforine et les granzymes A et B64. Nous savons aussi, par des études récentes, que les 

granules lytiques sont acheminés à la synapse par une polarisation du MTOC et que cette étape 

nécessite une déplétion de l’actine vers la zone de libération de granules lytiques188,189. A l’aide 

de la microscopie de super-résolution STED, il a aussi été reporté que les granules lytiques 

étaient libérés dans les régions peu denses en actine, dans les cellules NK. 

Ces données démontrent l’importance du remodelage du cytosquelette d’actine dans la 

libération des granules. De plus, au niveau de la synapse immunologique, l’actine corticale est 

essentiellement représentée par un maillage dense d’actine branchée formant un lamellipode 

circulaire et localisé sur le pourtour de la périphérie synaptique. Par contre au centre de la 

synapse on observe un maillage de filaments d’actine plus relâché190 ce qui expliquerait le 

passage facilité des granules lytiques au niveau de la synapse immunologique. Ces observations 

nous ont été reportées grâce à l’utilisation de la microscopie de super-résolution (SIM) dans des 

modèles de cellules NK. Une récente étude publiée en août 2017 reporte que la sécrétion de 

granules lytiques est suivie d’un recouvrement de l’actine corticale à la synapse, permettant aux 

CTL de limiter la sécrétion et de préserver ainsi leur capacité à effectuer de multiples lyses191. 

C. Nécessité du remodelage du cytosquelette d’actine et de 

l’adhésion de LFA-1 dans la libération des granules lytiques 

Des études ont reporté que les cellules de patients WASP déficiente étaient marquées par un 

défaut de cytotoxicité bien que la formation de la synapse et la polarisation du MTOC avaient 

lieu. Face à des cellules cibles, les cellules WASP déficiente éliminaient moins de cibles que 
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les cellules exprimant WASP, malgré la formation de conjugués. Récemment, au niveau de la 

synapse immunologique, une étude a montré que les granules lytiques étaient sécrétées dans 

une zone très proche des régions où des forces mécaniques s’exerçaient192. Des CTLs étalées 

sur des micropilliers imprégnés de H2-Kb-OVA et d’ICAM-1, étaient capables de dégranuler 

proches des zones de déflexion des micropilliers (zones d’application des forces mécaniques). 

On peut donc se demander quel lien pourrait exister entre le défaut du remodelage du 

cytosquelette d’actine, LFA-1 et la sécrétion des granules lytiques. 
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Objectif 

Nous avons développé dans l’introduction l’état actuel des connaissances sur l’intégrine LFA-

1 et plus particulièrement son rôle essentiel dans la conjugaison entre les lymphocytes T 

cytotoxiques et les cellules cibles pour former la synapse immunologique. Nous avons 

également présenté la participation du cytosquelette d’actine dans la formation d’un anneau de 

LFA-1 entourant les clusters de TCR et dans la libération des granules lytiques au centre de la 

synapse. Cependant nous possédons très peu d’information en ce qui concerne l’organisation 

fine de LFA-1 à l’aire synaptique.  

 

L’objectif de ce projet de thèse a consisté à appliquer pour la première fois des approches de 

microscopie de super-résolution pour étudier l’organisation précise de LFA-1 à l’aire 

synaptique des lymphocytes T.  

 

Pour réaliser cette étude, nous avons combiné des approches de super-résolution (dSTORM et 

SIM) pour élucider la distribution de LFA-1 (à l’échelle nanométrique et cellulaire) et ses états 

conformationels à la synapse de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques humains non transformés.  

 

Dans un second temps, nous avons voulu comprendre par quel mécanisme la déficience en 

WASP, une des protéines régulatrices du remodelage du cytosquelette d’actine, affectait 

l’activation de LFA-1 et son organisation à la synapse immunologique. Enfin, nous avons 

cherché à comprendre dans quelle mesure les défauts dans la fonction cytotoxique observée en 

l’absence de WASP pouvaient s’expliquer par un défaut d’organisation de la molécule de LFA-

1 à l’échelle cellulaire et nanométrique. 
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Méthodes 
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Les modèles cellulaires 

Dans ce projet de thèse nous avons utilisé différents modèles cellulaires, des lignées pour la 

mise en place de nos approches d’imagerie, puis des lymphocytes T primaires pour l’application 

de ces approches une fois leur développement validé. 

Les cellules Jurkat 

Les cellules Jurkat sont une lignée de lymphocytes humains immortalisés. Cette lignée exprime 

LFA-1 et est capable de répondre à une stimulation par ICAM-1± anticorps anti CD3. Elles 

sont cultivées dans du RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 glutamax (Gibco) 

complété avec 10% FCS (PAA), 100μg/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes, 

0.1mM de MEM d'acides aminés non essentiels et 1mM de pyruvate de sodium (Invitrogen). 

Les cellules HFF (Human Forskin Fibroblasts) : fibroblastes du prépuce 

humain 

Les cellules HFF représentent une lignée cellulaire issue de la peau du prépuce humain de deux 

individus mâles. Ces cellules sont capables d’une croissance importante et surtout elles adhèrent 

au verre. Les cellules HFF ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) (Gibco) complété avec 10% FCS (PAA), 100 μg/ml de pénicilline/streptomycine, 

10mM de Hepes, 0.1mM de MEM d'acides aminés non essentiels  et 1mM de pyruvate de 

sodium (Invitrogen). 

Les lymphocytes T CD8+ humains cytotoxiques (CTLs) 

Nous avons utilisé des lymphocytes T CD8+ humains cytotoxiques (CTL) non transformés issus 

de donneurs sains ainsi que de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le 

Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). WAS constitue un modèle naturel dans lequel le 

cytosquelette d’actine présente des défauts de remodelage. En effet, dans cette pathologie, des 
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mutations entraînent une perte d’expression de la protéine WASP qui intervient dans le 

remodelage du cytosquelette d’actine au sein des cellules hématopoïétiques171.  

Les lignées de cellules T CD8+ non transformées ont été générées à partir d'échantillons de sang 

de donneurs sains (HD) et de patients WAS. Les PBMC ont été isolées par centrifugation à 

gradient de densité sur un gradient de Ficoll (PAA). Les cellules T CD8+ ont été isolées par 

sélection négative (Stem Cell) selon les instructions du fabricant, avec une pureté supérieure à 

95%. Les cellules T CD8+ ont été cultivées dans du RPMI 1640 glutamax (Gibco) additionné 

de 5% de sérum humain (PAA), de 100μg/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes, 

0,1mM de MEM, acides aminés non essentiels et 1mM de pyruvate de sodium (Invitrogen). 

Les cellules ont été stimulées toutes les 2 semaines en présence de 1x106/ml de PBMC 

allogéniques irradiées et de cellules JY transformées par EBV irradiées à 1x105/ml avec 1µg/ml 

de PHA, 100UI/ml de rhIL-2 et 5ng/ml de rhIL-15. 

Le marquage cellulaire 

Les cellules ont été déposées sur des lamelles circulaires 1.5H (18 mm de diamètre) revêtues 

de ICAM-1/Fc recombinant (4μg/ml) (R&D Systems, USA) avec ou sans anticorps anti-CD3 

(10μg/ml) ou Poly-L-Lysine pendant une nuit à 4 ° C. Les cellules ont été lavées dans du milieu 

RPMI 5% Human Serum puis marquées avec un anticorps mAbA24 ou un anticorps mAbHI111 

(5μg/ml) pour révéler respectivement les conformations de LFA-1 ouverte et fermée. Les 

cellules ont été immédiatement transférées sur les lamelles pour 10 min à 37 ° C. Elles ont été 

fixées avec du paraformaldéhyde à 4% pendant 10 min à 37 ° C, lavées avec du PBS à 3% de 

BSA, HEPES à 10mM et perméabilisées avec du PBS à 3% de BSA 10mM HEPES 0,1% 

saponine pendant 15 min à. Elles ont ensuite été incubées avec IgG1-AF674 anti-souris et 

phalloidine-AF488, pendant 1 h à température ambiante. 
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Mise en place des techniques 

d’imagerie de super-résolution 
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Nous rappelons que des études antérieures nous ont permis de comprendre des mécanismes 

importants quant à l’organisation de LFA-1 à la surface des cellules immunitaires. Tout 

d’abord, les travaux de Kim et ses collaborateurs qui ont montré que l’activation de LFA-1 

entraînait une augmentation de l’avidité. Autrement dit, un regroupement des molécules de 

LFA-1 en micro-clusters révélés par FRET166. En 2006 deux travaux majeurs nous ont apporté 

plus de précision en ce qui concerne la taille des clusters de LFA-1 (100-150nm de diamètre) 

et la taille d’une molécule individuelle sous sa conformation de haute-affinité (13nm de largeur 

et 25nm en longueur) à l’aide de la microscopie électronique193.  

Comme nous venons de l’aborder dans l’introduction, les approches de microscopie de 

fluorescence de super-résolution permettent d’atteindre des résolutions théoriquement 

suffisantes pour satisfaire notre étude. Pour y parvenir il faut s’affranchir de la barrière de 

diffraction, faute de quoi, on ne peut voir en détail des objets en dessous de 250nm. Ces 

techniques sont disponibles soit par l’achat de systèmes commerciaux entièrement équipés pour 

la réalisation de ces approches soit par un développement maison sur un système existant dont 

l’utilisation première n’est pas la super-résolution. Nous avons choisi la deuxième option car 

les systèmes existants sur notre site pouvaient être équipés pour la mise en place de certaines 

approches de super-résolution. Cette deuxième alternative présente deux avantages : un coût 

faible comparé à l’achat d’un système de super-résolution et la multifonctionnalité du système. 

Dans ce contexte, nous avons consacré la première année de thèse au développement de 

techniques de microscopie de fluorescence qui nous permettraient de nous affranchir de la 

diffraction et d’apprécier ainsi les tailles des clusters voire de la molécule individuelle de LFA-

1. Parmi les techniques que nous avons mises en place, certaines présentaient des limites et des 

contraintes difficiles à surmonter car chronophage ou nécessitant des équipements très lourds 

et coûteux. Pour chaque technique, nous détaillerons le principe, la stratégie de mise en place, 

les résultats obtenus (exploitables ou non), les conclusions et les limites. 
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Comme dit précédemment, il nous a, tout d’abord, fallu réfléchir à une technique qui pourrait 

être mise en place pour notre étude avec le matériel disponible. Nous avons pensé en premier 

lieu à la mise en place du BaLM et du dSTORM dans le but d’améliorer la visualisation de la 

molécule de LFA-1 à la surface des lymphocytes T. Dans un second temps, pour visualiser le 

lien avec le cytosquelette d’actine et avec une meilleure résolution nous avions compris que 

plusieurs stratégies étaient envisageables, le BaLM multicouleur, le dSTORM multicouleur, la 

combinaison PALM/dSTORM et enfin le SIM multicouleur. Les paragraphes qui suivent vont 

détailler ces méthodes avec leurs avantages et leurs limites afin de mieux comprendre pourquoi 

nous avons opté pour certaines techniques plutôt que d’autres. 

 La technique du BaLM 

Pour rappel, l’approche du BaLM utilise les propriétés intrinsèques que possèdent la plupart 

des sondes fluorescentes communes (protéines fluorescentes ou fluorophores synthétiques 

couplés aux anticorps) à photoblanchir ou à apparaître par intermittence (photoblinking). Lors 

d’une acquisition BaLM une dizaine de milliers d’images est acquise en utilisant un microscope 

conventionnel (champ large, confocal ou TIRFM). Ensuite, chaque image est soustraite de 

l’image précédente afin d’obtenir les molécules individuelles présentes sur l’image « Frame 1 » 

mais ayant disparues sur l’image « Frame 2 » (en référence au schéma de la Figure 19). Ainsi 

au fur et à mesure que l’intensité du signal disparaît au cours du temps dans la pile d’images 

acquises, on isole individuellement chaque événement de photoblanchiment. Une image avec 

une plus haute résolution est reconstruite en additionnant les images des points isolés. 
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A. Stratégie expérimentale et mise en place du BaLM 

Avec une résolution théorique d’environ 50nm, le BaLM ne nous permet pas d’atteindre 

l’échelle de la molécule unique de LFA-1 mais est suffisamment résolue pour pouvoir étudier 

les clusters de LFA-1 puisque ces derniers ont un diamètre moyen de 100 à 150 nm. Nous nous 

sommes fixés comme objectif de développer l’approche du BaLM pour résoudre la taille des 

clusters de LFA-1. L’approche du BaLM a été appliquée sur une lignée de lymphocytes T 

humains appelées Jurkat, afin de mettre au point la technique. L’utilisation de cette lignée nous 

a permis d’économiser des cellules primaires précieuses et difficiles à faire pousser en culture. 

Les expériences sur les cellules Jurkat ont été menées dans des conditions où seule la 

conformation fermée de LFA-1 a été révélée à l’aide d’un anticorps spécifique (mAb HI111). 

A noter que les cellules que nous utilisons ne sont pas capables d’adhérer fermement au verre 
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Photobleaching profile 

Spot 

Fitted spot 

Figure19: Représentation schématique du principe de la microscopie de BaLM. (1) 

Acquisition des piles d’images nommées Frame1 à Frame 4  en utilisant un microscope 

confocal. A droite la courbe montrant la disparition de l’intensité du signal par 

photoblanchiment. 
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de la lamelle et pour étudier la conformation non activée de LFA-1, l’environnement des 

cellules doit être dépourvu de toute substance capable d’activer LFA-1 (Mg²+, Ca²+…). 

Néanmoins, pour qu’il reste des cellules sur la lamelle sans ancrage physique nous avons 

imprégné la surface des lamelles de poly-L-lysine. Ce peptide est formé de plusieurs lysines 

chargées positivement et permet une interaction électrostatique avec les groupements chargés 

négativement à la surface des cellules. Ensuite, pour permettre le photoblanchiment des 

molécules fluorescentes nous avons dû sélectionner un milieu de montage qui soit adéquat pour 

un photoblanchiment étalé dans le temps. Plus précisément il nous fallait un milieu de montage 

qui permette de ralentir le photoblanchiment, de manière à ce que la perte de fluorescence ne 

soit pas trop rapide d’une image à l’autre de peur de perdre des informations. Pour cette raison, 

nous avons commencé par un milieu de montage couramment utilisé qui est le DABCO (1,4-

Diazabicyclo[2.2.2]octane). Cependant, nous nous sommes rendu compte que le 

photoblanchiment était trop rapide et que les cellules se décrochaient et sortaient du champ 

d’acquisition. Le DABCO est un milieu de montage liquide plus ou moins visqueux qui ne 

polymérise pas et tend à entraîner le décrochage des cellules non adhérées. Compte tenu de ces 

soucis, nous avons opté pour le ProLong Gold (Thermofisher) qui nous affranchit, à la fois du 

problème de décollement des cellules car il polymérise et à la fois ralentit le phénomène de 

photoblanchiment jusqu’à 71% pour le fluorophore que nous avons utilisé, l’Alexa Fluor 568.  

Les avantages du BaLM sont : l’emploi de fluorophores conventionnels et l’utilisation d’un 

microscope conventionnel (confocal, champ large ou TIRF). Pour notre étude le système utilisé 

pour l’acquisition des images BaLM est un microscope confocal TCS SP8 de Leica 

Microsystems muni d’un objectif 63x (oil immersion) inversé avec une ouverture numérique 

de 1.4. Les lasers intégrés vont de 405nm à 638nm. Le système est équipé de différents types 

de détecteurs : un tube photomultiplicateur (PMT) et des détecteurs hybrides. Pour cette 

approche nous avons utilisé un détecteur hybride car beaucoup plus sensible qu’un tube 
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photomultiplicateur. Les images ont été reconstruites avec QuickPALM et analysées avec le 

logiciel ImageJ.  

Dans le développement de cette technique nous avons rencontré quatre difficultés majeures.  

La première étant le décollement des cellules rendant donc l’acquisition impossible. Ce 

problème a été résolu en utilisant un milieu de montage polymérisant: le ProLong-Gold.  

Le deuxième problème rencontré était la dérive dans l’axe z pendant l'acquisition car il n'y a 

pas de système de mise au point automatique de maintien de focus sur le Leica SP8. Cette dérive 

est un souci important car en changeant de plan en z on n’a pas les mêmes informations d’un 

plan à un autre. On perd donc la structure de départ. Dans le but de nous affranchir de cette 

difficulté, un module de logiciel appelé "Live Data Mode" d’abord prêté par Leica, puis acheté 

a été utilisé. 

Le troisième problème a été le faible photoblanchiment dans le milieu ProLong-Gold en raison 

de la faible intensité de laser utilisée. Pour obtenir un meilleur taux de photoblanchiment des 

molécules, nous avons donc dû augmenter le temps d'acquisition qui était supérieur à 11h. Par 

conséquence plus le temps d’acquisition était long plus les données générées étaient lourdes  

allant jusqu'à 30 giga-octets (pour une acquisition).  

La quatrième difficulté était liée à la génération de données de plusieurs dizaines de giga-octets, 

entraînant des temps d’analyse extrêmement longs. Pour exemple, la soustraction des images 

prenait plus de 10 min. Ensuite, la détection et l'ajustement gaussien pouvait prendre jusqu'à 45 

min en utilisant le plugin de détection de particules : QuickPALM. Afin de contourner ce 

problème, le fichier initial a été découpé en plusieurs fichiers représentant chacun une région 

d’intérêt de taille plus petite, ce qui a permis de diviser le temps d'analyse par deux. Enfin, grâce 

à l’utilisation de billes fluorescentes les images ont pu être recalées lorsqu’une dérive en xy 

était notée.  
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B. LFA-1 de conformation fermée s’organise en clusters de 

plusieurs centaines de nanomètres de diamètre au plan 

équatorial des lymphocytes T 

Les résultats obtenus avec le BaLM ont permis de caractériser les clusters de LFA-1 dans les 

cellules Jurkat sur un plan équatorial au-delà de la résolution optique des approches d’imagerie 

de fluorescence conventionnelles (Figure 20). Sur la figure ci-dessous, le panel du haut à 

gauche montre l’image de transmission en DIC. L’image confocale nous montre une image des 

groupes de molécules non activées de LFA-1 sur le plan équatorial de la cellule. Sur le haut de 

la cellule on peut noter un regroupement de clusters de LFA-1 que nous sommes incapables de 

distinguer individuellement (Figure 20A). Par contre l’image BaLM nous permet de distinguer 

des clusters de taille plus petite et le regroupement de clusters de LFA-1 qui apparaissait sur 

l’image confocale se distingue comme étant plusieurs clusters séparés les uns des autres (Figure 

20B). L’acquisition de 16730 images a été nécessaire pour obtenir l’image BaLM ci-dessous. 

L’image de gauche représente la superposition entre l’image confocale et l’image BaLM. En 

traçant une ligne sur la région où on note le regroupement de clusters de LFA-1, on peut 

clairement observer que la largeur à mi-hauteur dans l’image BaLM est trois fois plus petite 

que celle de l’image en microscopie confocale (Figure 20C et E). Sur la courbe de suivi de la 

disparition de l’intensité du signal (Figure 20D) on note bien un photoblanchiment, mais qui 

n’est pas total. On constate sur cette expérience que l’approche BaLM nous permet d’atteindre 

des gains de résolution d’un facteur 3 par rapport à la microscopie confocale. 
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Cependant notre expérience n’est pas optimale car nous perdons des informations du fait de la 

persistance de certaines molécules fluorescentes.  

Sur la base des acquisitions BaLM, nous avons estimé la taille des clusters de LFA-1. Pour cela 

nous avons procédé à une analyse de particules avec le logiciel ImageJ après un seuillage dans 

le but d’obtenir le diamètre le plus long (Feret diameter) en nanomètre de chaque cluster de 

LFA-1. Les résultats ont été regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2) pour les 9 

expériences BaLM réalisées (une cellule Jurkat à chaque fois). La taille moyenne estimée des 

clusters de LFA-1 est égale à 323 nm avec un écart-type moyen de 164 nm. En comparaison, 

la taille moyenne des clusters de LFA-1 estimée pour les images confocales correspondantes 

A)  Confocal B)      Balm C)    Overlay Transmission 

3 µm 

Frame 
number 

(pix) 

Figure 20 : Visualisation de LFA-1 fermée dans les cellules Jurkat par l’approche du BaLM. Les 
cellules ont été marquées avec un anticorps primaire anti LFA-1 totale: HI111 et révélé par un 
anticorps secondaire anti-IGg1 couplé à l’Alexa Fluor 568. Les lames ont été montées dans du 
Prolong-Gold. Les images ont été acquises à l’aide d’un microscope confocal SP8 avec une 
puissance laser à 2%, un zoom de 2,35, le gain du détecteur hybride à 70% et dans un format optimal 
(1024x1024). L’acquisition a duré plus de 12h avec 16730 images acquises. Les plugins d’imageJ 
stack T-function et Quick-PALM ont été utilisés pour la soustraction et la reconstruction. Les images 
correspondent au (A) l’image confocale, (B) la reconstruction BaLM et (C) l’overlay. (D) montre le 
profil du photobleaching tout au long de l’acquisition des images. (E) montre le plot profile de la 
portion de la surface cellulaire correspondant à la ligne tracée sur l’overlay (C). 

D) E) 
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est de 728 nm. Ce résultat suggère que l'approche BaLM a permis un gain moyen de résolution 

d'environ 2,25. En se concentrant sur les plus petites structures (voir Tableau 2, valeurs de taille 

minimale), le diamètre de cluster de LFA-1 le plus petit identifié est de 84,96 nm. En 

comparaison avec les images confocales respectives la taille minimale est de 291 nm. 

L’approche du BaLM a permis un gain de résolution d'environ 3.4 pour les petites structures. 

La valeur de la taille minimale dans ce tableau montre la reproductibilité dans l'approche BaLM 

et cela pourrait avoir deux sens. La première signification est que la taille moyenne minimale 

des nano-clusters de LFA-1 ne peut pas être moins de 84,96nm et entraîne une limitation de 

l'approche BaLM. La deuxième signification suggère que l'approche BaLM (que nous avons 

développée), sa limite de résolution est de 84,96 nm.  

C. Conclusions et limites 

Bien que le BaLM semble être la plus simple des approches de super-résolution qui nous 

permettent d’apprécier l’organisation en clusters des molécules de LFA-1, les défis sont 

Tableau 2 : Comparatif des tailles de clusters obtenues avec la technique du BaLM en regard de la 

microscopie confocale 
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nombreux pour réussir à réaliser une expérience BaLM remplissant toutes les conditions 

requises pour nos échantillons. Entre autres parmi les difficultés liées à cette approche, nous 

avons pu observer que LFA-1 de conformation fermée sans stimulation ICAM-1 ou TCR, était 

organisée en nano-clusters de quelques centaines de nanomètres de diamètre à la surface de 

cellules Jurkat non stimulées. Nous sommes parvenus à atteindre une résolution suffisante pour 

apprécier individuellement les nano-clusters de LFA-1 avec une résolution qui est trois fois 

meilleure comparée à la microscopie confocale. En revanche, plusieurs soucis non-négligeables 

restent à régler comme le mouvement axial lors des acquisitions, le temps d’acquisition et de 

reconstruction qui sont très longs et la génération de données très lourdes nécessitant des 

quantités importantes d’espace de stockage. Pour ces raisons nous avons abandonné l’extension 

de la technique en multicouleur et sommes passés à la mise en place d’autres approches plus 

adaptées. 

 La technique du dSTORM 

Pour rappel, le dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) consiste à 

faire clignoter des molécules fluorescentes de manière stochastique (blinking), après les avoir 

fait passer dans un état de non fluorescence appelé état noir (dark state), grâce à un tampon 

particulier contenant un réducteur 24. En effet le dSTORM est basé sur les propriétés de 

clignotement de certaines sondes fluorescentes et leur capacité à photo-commuter 

réversiblement à partir d'un état de fluorescence (en rouge sur le schéma, F, Figure 21) avec un 

taux de transfert de photons kon  vers un état noir stable (FH) avec un taux de transfert de photons 

koff (diagramme de Jablonski, Figure 21). Le transfert vers un état noir et le photo-clignotement 

sont contrôlés par la puissance du laser et la composition du tampon de montage de 

l’échantillon. Le passage à l'état noir nécessite un tampon avec une propriété redox. Il contient 

un réducteur appelé MEA pour ß-mercaptoéthylamine et des piégeurs d'oxygène - Glox 

(Glucose, glucose oxydase et catalase). Les avantages de cette technique sont: l'utilisation de 
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certaines sondes fluorescentes communes et le gain en résolution permettant d’obtenir des 

résolutions à l’échelle de la molécule unique. Comme l’approche du BaLM ne permettait pas 

d’atteindre une résolution satisfaisante pour distinguer des molécules individuelles, nous avons 

entrepris de développer l’approche du dSTORM afin d’établir la distribution de la molécule de 

LFA-1 à la surface des lymphocytes T CD8+.  

A. Stratégie expérimentale 

Pour mieux visualiser les molécules de LFA-1 avec une résolution qui se rapproche de celle de 

la molécule unique, nous avons choisi de développer le dSTORM puisque la résolution latérale 

théorique est de 10 à 20nm et la précision de localisation est inférieure à 10nm. Pour 

commencer, nous avons appliqué cette approche sur des lignées cellulaires qui sont adhérentes 

au verre, les fibroblastes HFF. L’étalement des cellules permet de bien distinguer les 

cytosquelettes d’actine et de tubuline. Les filaments d’actine et les microtubules constituent des 

structures idéales pour estimer la résolution de notre approche de dSTORM car leurs tailles sont 

connues. L’épaisseur d’un filament d’actine est d’environ 7 à 10nm et celle d’un filament de 

microtubule est d’environ 25nm. Pour la mise en place de notre approche nous avons utilisé des 
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Figure 21: Diagramme de Jablonski 

représentant les états d’oscillation des 

molécules fluorescentes en dSTORM 
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lamelles en verre sur lesquelles des cellules HFF ont été déposées, nous les avons laissées 

s’étaler puis marquées avec l’anticorps anti-tubuline alpha afin de révéler les microtubules. 

Comme anticorps secondaire, nous avons utilisé un anti-IgG1 couplé à l’Alexa Fluor 647. Le 

choix de l’Alexa Fluor 647 est basé sur le nombre important du « duty cycle » 12. Le système 

utilisé pour l’acquisition des images dSTORM est un Nikon TI-E muni d’un objectif 100x (oil 

immersion) inversé avec une ouverture numérique de 1.4. Les lasers intégrés vont de 405nm à 

663nm. Le setup est équipé de deux caméras Evolve EMCCD et d’une caméra sCMOS. Pour 

cette approche nous avons utilisé une EMCCD qui permet de recueillir plus de photons par 

pixel grâce à une taille de pixel plus grande (16µm/pixel) et un meilleur rapport signal sur bruit. 

Pour réaliser nos expériences nous avons testé quatre tampons de montage différents: 

Vectashield-H1000, MEA-glox-catalase, NPG-DABCO et GSSH. Nous nous sommes 

finalement rendu compte comme expliqué dans les travaux de Dempsey (Tableau 3) que le 

MEA-glox-catalase était le tampon le plus adapté pour la mise en place de notre approche. Les 

images ont ensuite été reconstruites avec le module WaveTracer194 et analysées par les 

softwares MetaMorph et QuickPALM d’ImageJ pour une comparaison.  

 

 

Tableau 3: Caractéristiques des fluorophores excitables dans le rouge lointain. (Dempsey et 

al.2011)12 
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Pour la mise en place de l’approche du dSTORM nous avons donc utilisé des fibroblastes HFF 

sur lesquels nous avons marqué avec des anticorps l’alpha-tubuline pour révéler les 

microtubules. Les HFF sont des cellules qui adhèrent à la lamelle directement. Sur la figure ci-

dessous les panels du haut représentent l’image des microtubules en microscopie de champ 

large et les panels du bas l’image de microscopie de dSTORM. Sur l’image de microscopie de 

champ large en vert (image diffractée) on peut constater à travers le zoom fait dans une région 

d’intérêt peu dense en microtubules que les structures sont floues. Par contre sur l’image 

dSTORM en rouge feu (panel du bas, Figure 22) les structures sont plus fines et apparaissent 

nettement. Pour cette acquisition un nombre de 20 000 images a été acquis et la reconstruction 

a été faite avec une taille de pixel de 10nm. En faisant un zoom dans la même région d’intérêt 

que dans l’image diffractée, on arrive à distinguer les filaments de tubulines et surtout là où ils 

apparaissaient comme un seul filament on dénombre plusieurs filaments les uns à côté des 

autres. En traçant une ligne sur une région correspondant à la même structure dans les deux 

images, on se rend compte que la largeur à mi-hauteur dans l’image dSTORM (graphique du 

bas, Figure 22) est huit fois plus petite que la largeur à mi-hauteur dans l’image de microscopie 

de champ large. Cette observation signifie que l’épaisseur des microtubules sur l’image 

dSTORM est d’environ 50nm comparé à 400nm en microscopie de champ large. Sachant que 

l’étude des microtubules a révélé que les filaments mesurent 25 nm d’épaisseur195, notre résultat 

se rapproche de cette taille puisque dans notre étude nous avons utilisé des anticorps primaires 
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et secondaires dont l’encombrement stérique augmente l’épaisseur apparente des microtubules. 

Par la suite, nous avons appliqué l’approche du dSTORM aux lymphocytes T CD8+  primaires 

pour étudier l’organisation des clusters de LFA-1 à leur surface suite à un étalement sur un 

coating combinant ICAM-1 et anti-CD3 pour induire la formation de la synapse. Les 

expériences ont été menées dans les conditions où seule la conformation de LFA-1 a été 

marquée avec HI111 en anticorps primaires et révélée par un anticorps secondaire anti-IgG1 

couplé à l’Alexa Fluor 647. Les lamelles ont été montées dans un tampon ne contenant que du 

MEA car parmi tous les tampons testés c’est celui qui a montré un blinking et un passage à 

l’état noir optimum. A partir de ce point, toutes les acquisitions dSTORM ont été réalisées avec 

du MEA seul. Un nombre de 20 000 images a été acquis. La reconstruction a été faite avec une 

taille de pixel de 10nm. Les résultats ont permis d’établir la topologie des clusters de LFA-1 

Figure 22 Visualisation de l’α-tubuline dans des lignées cellulaires HFF. (A-B) Image de 
fluorescence en Wild field du réseau de microtubule (anticorps anti-alpha-tubuline) marqué à 
l’Alexa Fluor 647 dans les HFF, étalées sur une lamelle de verre. Barre d’échelle=5µm. (D-F) 
Image dSTORM du réseau montré dans les panels A-B. Taille de pixel=10nm. (E) Plot profile sur 
un filament de microtubule montré dans le panel (A). FWHM=400nm. (F) plot profile sur un filament 
de microtubule montré dans le panel (C). FWHM=50nm.  
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fermée et de déterminer leur taille et leur nombre. Les panels du haut de la figure ci-dessous 

(Figure 23) représentent une image diffractée prise en microscopie de champ large d’une cellule 

étalée de façon radiale formant la synapse immunologique (Figure 23A-C). En révélant la 

conformation fermée de la molécule de LFA-1, on note une distribution avec une intensité du 

signal plus forte à la périphérie de la cellule et moyennement faible vers l’intérieur de la cellule 

(Figure 23A). Des zooms sur des régions d’intérêt nous permettent de nous rendre compte 

qu’avec la microscopie de champ large on n’est pas capable de distinguer les clusters de LFA-

1 du fait de la diffraction (Figure 23B-C). En effet nous ne distinguons qu’une grande et très 

intense structure diffractée. En revanche sur les panels du bas (Figure 23D-F) on distingue une 

distribution de petites structures à la surface de la cellule avec un regroupement plus intense 

formant une sorte de ligne peu épaisse à la périphérie de la cellule (Figure 23D). Le zoom 

intermédiaire (Figure 23E) nous permet de distinguer des structures ponctiformes. Par contre le 

zoom le plus grand (Figure 23F) nous permet de distinguer des clusters de molécules, ce qui 

nous porte à dire que le dSTORM que nous avons mis en place est suffisamment résolu pour 

nous permettre d’apprécier la taille des clusters de LFA-1. Le panel G nous permet de 

discriminer les clusters de LFA-1 selon un code couleur correspond à des tailles données en 

nm² (la surface des clusters). Nous sommes capables de distinguer des tailles allant du magenta 

(environs 120000 nm²) à la périphérie cellulaire jusqu’au bleu (supérieur à 100 nm²) au centre 

de la cellule.  
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B. Conclusion et limites 

L’approche du dSTORM que nous avons mise en place nous permet d’atteindre des résolutions 

qui sont 8 fois meilleures que la microscopie de champ large comme mesurées précédemment 

sur les images dSTORM de la tubuline. De plus, elle permet d’apprécier les nano-clusters de 

LFA-1 à la surface des lymphocytes T primaires. Toutefois, il nous manque des outils dédiés à 

l’analyse des clusters moléculaires dans notre expérience pour mieux apprécier et définir la 

présence de clusters de LFA-1.  

De plus, dans notre acquisition nous avons utilisé une illumination en champ large ce qui veut 

dire que le bruit de fond diffusé est très important. En d'autres termes, le signal que nous 

récupérons provient de plusieurs plans de notre cellule. Par ailleurs des artéfacts liés à la densité 

Figure 23 : Topologie de LFA-1 de conformation 
fermée à la synapse de lymphocytes T primaires 
humains. (A-C) Image de champ large de LFA-1 
marquée avec l’anticorps HI111 révélée avec l’Alexa 
Fluor 647. Les cellules ont été étalées sur une lamelle 
imprégnée d’ICAM-1 et d’anti-CD3. Barre 
d’échelle=5µm. (D-F) Image dSTORM de la cellule 
montrée dans les panels A-C. Taille de pixel=10nm. 
Distribution des clusters de LFA-1 avec un code 
couleur de surface en accord avec l’échelle 
représentée (G). 

G 
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des marquages, à la perméabilisation ou à la fixation sont possibles196. Il faut donc être vigilant 

à la préparation des échantillons comme à l’acquisition et à la reconstruction. 

 La technique du PALM 

Ainsi que nous l’avons rappelé en introduction, la localisation et l’efficacité d’activation de 

la molécule de LFA-1 est en étroite relation avec le cytosquelette d’actine178. Nous avons 

donc cherché à comprendre comment ces deux structures pouvaient interagir au niveau de la 

synapse immunologique. Pour ce faire, nous avons souhaité développer l’approche du 

PALM pour visualiser les filaments d’actine en combinaison du dSTORM afin de visualiser 

les molécules de LFA-1. 

Le PALM (PhotoActivable Localization Microscopy) consiste à faire exprimer une protéine 

fluorescente capable d’être photoconvertie d’une longueur d’onde à une autre par photo-

conversion de manière stochastique5. Dans notre étude nous avons utilisé une protéine 

photoconvertible appelée la Dendra-2 dérivée de la GFP197. Cette protéine habituellement 

excitée à la même longueur d’onde que la GFP, est capable de passer d’une émission de 

fluorescence dans le vert à une émission dans le rouge. Le passage d’un état à un autre 

nécessite l’utilisation d’un laser d’activation 405 par une faible illumination. Le laser 

d’activation induit des modifications chimiques qui sont responsables des variations 

spectrales198  

 

Figure 24: Structure du chromophore de la Dendra-2. (Shaner et al.2007)199 
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A. Stratégie expérimentale 

Afin d’obtenir une description encore plus fine du cytosquelette d’actine nous souhaitons faire 

exprimer une protéine fluorescente la Dendra-2, fusionnée avec un peptide capable de se lier à 

l’actine : Lifeact200 qui est couramment utilisé pour la visualisation de l’actine. L’expression 

d’une protéine fluorescente plutôt que l’emploi des anticorps nous permet d’être plus précis 

notamment dans la quantification des molécules uniques. La protéine photoconvertible dendra-

2 émet dans le vert (507nm) avant la photoconversion puis dans le rouge (573 nm) après la 

photoconversion.  

Après amplification et purification du plasmide contenant la fusion Dendra-2 / Lifeact, nous 

avons procédé à la transfection de fibroblastes HFF avec de la lipofectamine comme agent 

transfectant. Peu de cellules ont été transfectées. Nous avons, ensuite, décidé d’appliquer la 

transfection sur des lymphocytes T CD8+ primaires fraîchement purifiés du sang de donneurs 

sains. Le plasmide a été introduit dans ces cellules par électroporation, en utilisant le 

nucléofecteur AMAXA. Cette dernière étape nous a permis de réaliser des expériences de 

migration des lymphocytes T en réponse à un gradient de chimiokine afin d’étudier le 

remodelage du cytosquelette d’actine, la vitesse de migration et la morphologie cellulaire. Ces 

expériences ont fait l’objet d’une revue dans Frontiers137 jointe en annexe. Par la suite nous 

avons dû comparer le produit de fixation adéquat pour nos cellules. Dans notre étude nous avons 

opté pour le paraformaldéhyde à 4%. Le milieu de montage utilisé est le même que celui du 

dSTORM. Pour notre étude nous avons voulu dans un premier temps mettre en place le PALM 

sur notre plateforme en utilisant le même système d’imagerie que celui utilisé pour le dSTORM. 

L’illumination de l’échantillon avec le laser 488 nm excite la Dendra-2 dans le vert, l’ajout du 

laser d’activation 405 nm induit une photoconversion. Simultanément l’illumination de la 

même protéine avec le laser 561 nm entraîne une émission dans le rouge. Malheureusement les 
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lasers que nous possédons ne sont pas assez puissants pour réaliser la photoconversion des 

molécules de manière stochastique. 

B. Conclusion et limites 

L’équipement que nous possédons manque de puissance au niveau du laser 561 nm, pour 

réaliser correctement la photoconversion stochastique. Un temps d’optimisation plus long que 

prévu est nécessaire. En conséquence, cette méthode ne sera pas optimisée pendant les trois 

années de thèse. 

 dSTORM multicouleur 

Ensuite nous nous sommes demandés s’il ne serait pas plus intéressant d’étendre le dSTORM 

en deux ou trois couleurs pour mieux répondre aux questions suivantes :  

- la distribution de la molécule de LFA-1 à la synapse immunologique, 

- l’organisation de cette molécule en lien avec l’architecture du cytosquelette 

d’actine  

- la distribution des molécules de LFA-1 selon leur conformation fermée ou activée 

à la synapse.  

Dans un premier temps nous avons souhaité visualiser l’organisation des différentes 

conformations de LFA-1 à la surface des lymphocytes T en lien avec le cytosquelette d’actine. 

Nous avons envisagé la mise en place du dSTORM deux couleurs afin de pouvoir étudier avec 

précision les molécules de LFA-1 dans les cellules normales et dans les cellules déficientes en 

WASP provenant de patients WAS. Nous avons commencé par le dSTORM deux couleurs pour 

l’étude de l’organisation de la conformation fermée et activée de LFA-1, l’objectif étant de 

visualiser avec précision la localisation et la distribution des molécules en fonction de leurs 

conformations.  
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En parallèle de la combinaison du dSTORM avec le PALM, nous avons profité de l’installation 

d’un système d’acquisition ELYRA-PS (Zeiss) sur la plateforme d’imagerie du site de Rangueil 

(partenaire de notre plateforme) pour mettre en place une approche dSTORM deux couleurs. 

Ce système est dédié et construit pour la super-résolution. Par conséquent la puissance des 

lasers est plus élevée et adéquate pour une utilisation dans les approches de super-résolution 

comme le dSTORM et le PALM. Théoriquement, il est possible de mettre en place une 

approche dSTORM multicouleur avec ce nouvel équipement. Cependant, il faut employer une 

seule et même solution tampon qui permette la permutation entre l’état noir et l’état de 

fluorescence pour les différentes molécules de fluorescence utilisées. Nous avons d’abord 

commencé avec le tampon utilisé pour le dSTORM une couleur en gardant les mêmes 

concentrations et le même pH. 

Dans notre étude nous avons utilisé, comme modèle cellulaire, des lymphocytes T CD8+ étalés 

sur des lamelles imprégnées d’ICAM-1 et d’anticorps anti-CD3 pour former la synapse 

immunologique. Pour révéler la conformation fermée de LFA-1 nous avons utilisé l’anticorps 

HI111 couplé à l’Alexa Fluor 488 (en vert) et l’anticorps A24 couplé à l’Alexa Fluor 647 (en 

rouge) pour révéler la conformation de haute affinité. Sur la Figure 25, le schéma illustre les 

différents sites de liaison des anticorps employés au cours dans ce projet. L’anticorps HI111 se 

lie au L domaine empêchant l’ouverture de la molécule (en violet). L’anticorps A24 se lie au 

I domaine , accessible seulement sous la conformation ouverte de la molécule (m24 en vert). 

L’anticorps TS2/4 permet de révéler toutes les conformations de LFA-1 et Kim127 (qui ne sera 
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jamais utilisé dans ce projet) permet de révéler les conformations d’affinité intermédiaire et de 

haute affinité. 

 

Dans la Figure 26, le panel du haut représente un lymphocyte T CD8+ provenant d’un donneur 

normal. 20 000 images ont été acquises et la taille des pixels des images reconstruites est de 20 

nm. Le premier cadran en haut à gauche représente une image en transmission de la cellule sur 

laquelle on peut voir la cellule étalée avec un lamellipode autour de ce qui représente le noyau. 

En premier lieu, on note que la distribution de LFA-1 des deux conformations en nano-clusters 

forme un anneau à la surface de la synapse. En zoomant sur l’image de superposition des deux 

conformations, on s’aperçoit que les nano-clusters de LFA-1 de conformation fermée (vert) se 

distinguent des nano-clusters de LFA-1 de haute-affinité (rouge). Nous observons au voisinage 

des clusters rapprochés, une zone de recouvrement partiel (apparaissant en jaune). En outre, il 

est intéressant de noter que dans le cas des lymphocytes T CD8+ de patients WAS, la cellule 

n’est pas entourée par une structure de type lamellipode et LFA-1 est organisée en nano-clusters 

mais ces nano-clusters ne sont pas regroupés en anneau. De plus les bords de la cellule sont 

marqués par des regroupements de nano-clusters moléculaires formant des bords francs. Enfin 

Figure 25:Schéma représentant les sites de liaisons des anticorps utilisés pour notre étude 

(Comrie et al.2015)178 

mAb 
HI111 
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les nano-clusters des différentes conformations sont bien séparés. On observe soit du vert soit 

du rouge mais avec très peu de zones de contact. Nous pouvons donc en déduire que les nano-

clusters de LFA-1 fermée sont distincts des nano-clusters de LFA-1 de haute-affinité.  

 

Figure 26 : Distribution de LFA-1 dans les lymphocytes T primaires de donneurs normaux et de patients 

WAS. Image de la distribution de LFA-1 non-activée et activée en double dSTORM. Taille de 

pixel=20nm 

A. Conclusion et limites 

LFA-1 s’organise en clusters formant un anneau (ceinture) à l’échelle cellulaire et les 

conformations fermée et ouverte constituent des clusters distincts. Toutefois, avec le 

dSTORM deux couleurs, nous notons des trainées (en forme de comète) qui nous laisseraient 

penser que nos images dSTORM avec le fluorophore Alexa Fluor 488 ne sont pas optimales 

et que notre fluorophore photoblanchit après acquisition de l’Alexa Fluor 647.  

 La technique du SIM multicouleur 

Pour les raisons évoquées ci-dessus la combinaison du dSTORM avec le PALM ou le double 

dSTORM sont des techniques qui permettraient d’atteindre des précisions de localisation très 

intéressantes et en adéquation avec notre étude. Cependant, face aux difficultés rencontrées, 

nous avons souhaité mettre en place l’approche de la microscopie à illumination structurée 
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(SIM) en plusieurs couleurs pour avancer plus rapidement dans notre projet. Tous les résultats 

obtenus avec cette approche ont fait l’objet de deux articles, l’un est joint dans les résultats ; 

l’autre est joint en annexe. 

 Méthodes quantitatives d’analyse des clusters de 

molécules 

Avec le développement de la microscopie de localisation de molécules uniques, des outils 

d’analyse permettant de travailler  sur des points de localisation ont vu le jour. Ces outils 

consistent à utiliser les coordonnées (x,y) des centres de masse de chaque molécule détectée 

afin d’être très précis sur les objets analysés. Ils sont basés sur des fonctions mathématiques 

connues depuis de longue date. La plus utilisée dans notre domaine étant la fonction de K-

Ripley. La fonction de K-Ripley est basée sur la recherche du plus proche voisin, à savoir la 

distance qui sépare un point de son voisin201. Ces méthodes permettent une estimation 

qualitative de la taille des domaines lorsqu’il s’agit d’amas. Nous pouvons par exemple citer 

les travaux menés sur les clusters de Lck kinase ou du TCR qui ont inspirés notre démarche. 

Grâce à ses travaux nous savons actuellement que le TCR est organisé en nano-clusters à la 

synapse immunologique34,202,203. Dans le cadre de notre étude nous avons voulu évaluer deux 

méthodes : une méthode d’analyse des images TIFF et une méthode d’analyse des point de 

localisation.  

La première méthode développée consiste à analyser les clusters à travers le logiciel d’ImageJ 

(Image processing and analysis in Java). Cette analyse est basée sur les images TIFF de 

reconstruction. Après binarisation des images, on procède ensuite à la détection des objets. Les 

plus petits objets correspondent à un pixel et les plus gros sont représentés par des pixels en 

continuité. Cette méthode permet d’accéder au nombre de nano-clusters, à leur taille, à leur 

forme et à bien d’autres paramètres. 



 
 

- 97 - 

La deuxième méthode est basée sur les coordonnées des points de localisation et sur la densité 

de ces points. Cette méthode a été introduite en 1992 par Ester et s’appelle DBSCAN (Density 

Based Spatial Clustering of Applications with Noise). Dans notre étude nous avons implémenté 

le code dans R (URL http://www.R-project.org/). L’algorithme prend en compte un rayon 

maximum autour d’un point appelé epsilon (Eps) et un minimum de points formant un cluster 

appelé MinPts (points minimums). A partir de ces critères, des points sont considérés comme 

un cluster si la distance qui sépare un point d’un autre de part et d’autre est inférieure ou égale 

à Eps et si le MinPts est atteint ou dépassé. Les points éloignés par une distance supérieure à 

Eps de part et d’autre sont considérés comme étant des points isolés, donc du bruit. Cette 

méthode nous permet d’accéder au nombre de clusters, à la taille de chaque cluster, au nombre 

de molécules isolés et au nombre de localisations dans chaque cluster. 
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La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich contrôle 

l’organisation de la ceinture de LFA-1 activé à la synapse 

lytique 

 

Le but de notre projet a été d’étudier l’organisation précise de la distribution de LFA-1 à la 

synapse immunologique des lymphocytes T cytotoxiques en relation avec l’actine corticale 

sous-jacente. Le modèle d’étude est composé de lymphocytes T humains normaux non 

transformés et de lymphocytes T de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le 

Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), dans lequel le cytosquelette d’actine présente des 

défauts de remodelage. 

Par l’emploi de l’approche de microscopie de dSTORM nous avons montré que LFA-1 activée 

forme une ceinture radiale composée de centaines de nano-clusters et que le maintien de la 

structure de l’actine était important pour la formation de cette ceinture. En effet, à la synapse 

immunologique des cellules de patients WASP déficients, la ceinture de LFA-1 n’était pas 

complète et la densité des nano-clusters était réduite. Puis nous avons utilisé l’approche de SIM 

multicouleur qui nous a permis de révéler que la ceinture de LFA-1 était importante pour le 

confinement des granules lytiques.  

Finalement nos résultats indiquent que la protéine WASP est très importante pour la distribution 

spatiale de LFA-1 et pour l’efficacité lytique opérée par les lymphocytes T CD8+. Ce travail a 

fait l’objet de la rédaction d’un article qui est présenté ci-dessous dans la version du 29 Mai 

2017 soumis au journal Cell Reports. 
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Les nano-clusters de LFA-1 subissent une activation 

digitale et se localisent dans les interstices du maillage du 

cytosquelette d'actine à la synapse des lymphocytes T 

 

Résumé 

L’étude suivante fait partie des résultats préliminaires obtenus au cours de cette thèse et devrait 

être complémentée par d’autres expériences.  

Comme démontré dans l’article précédent LFA-1 est une intégrine qui s’organise en nano-

clusters de taille nanométrique à la synapse immunologique. Ces nano-clusters, une fois activés, 

se rassemblent à la synapse en formant un anneau qui permet le confinement des granules 

lytiques. Dans cette même étude nous avons identifié la protéine régulatrice de l’actine WASP 

comme protéine clé pour contrôler l’activation et la densité des nano-clusters de LFA-1. Nous 

avons également démontré que la protéine WASP stabilise l’anneau d’adhésion de LFA-1 et 

garantit une libération confinée des granules lytiques.  

Cependant nous possédons peu d’informations concernant le mode d’activation des nano-

clusters de LFA-1 et comment se lient-ils au cytosquelette d’actine.  

Pour tenter de répondre à ces questions nous avons mis en place une étude sur des clones de 

lymphocytes T CD8+ humains étalés sur des lamelles de verre imprégnées d’ICAM-1 ± 

anticorps anti-CD3 et imagés grâce aux approches de microscopie de super-résolution citées 

précédemment. 
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Introduction 

Les intégrines sont des molécules capables d’intégrer les signaux biochimiques et 

biomécaniques de l'environnement et de les transmettre à la cellule par l'ancrage de leur queue 

intracytoplasmique au cytosquelette d'actine204. C’est ainsi que les intégrines régulent 

l'adhérence à la matrice extracellulaire et aux cellules partenaires. Dans le cas particulier des 

lymphocytes T, l'intégrine LFA-1 permet la conjugaison de lymphocytes T avec des cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) et l’adhérence aux cellules endothéliales et tissulaires. Par 

conséquent, la molécule de LFA-1 a d'abord été identifiée à l’aide d'anticorps qui bloquait 

l'activité lytique des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques38. La signalisation bidirectionnelle de 

l'intégrine s’effectue par un changement de conformation associé à une séparation des domaines 

cytoplasmiques L et β2. Les signaux permettant ces changements peuvent être extracellulaires 

et/ou intracellulaires90. Les changements de conformations de LFA-1 sont associés à la 

maturation de l'affinité du ligand requise pour une adhérence ferme205. Il a été reporté que les 

lymphocytes T pouvaient moduler leur adhérence médiée par LFA-1 en ajustant l'équilibre 

entre un groupe de récepteurs mobiles et un groupe de récepteurs confinés suite à l’interaction 

avec le cytosquelette d’actine206. À la synapse immunologique des lymphocytes T, les nano-

clusters de LFA-1 s'accumulent au cours du temps sur le côté interne du réseau d'actine 

lamellipodiale pour former un anneau périphérique207. L'engagement actif de LFA-1 est 

nécessaire pour son recrutement à la surface de contact des CTL et pour la formation de 

l’anneau à la jonction externe208. Le flux rétrograde de l’actine fourni les forces latérales 

nécessaires à l’activation de LFA-1 en séparant les queues cytoplasmiques de l'intégrine, αL et 

β2183. Suivant ce raisonnement, Il a été démontré que LFA-1 sous la conformation étendue 

intermédiaire se localise dans l'anneau périphérique de la synapse, tandis que la conformation 

ouverte est enrichie dans un anneau plus central178. Dans les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, 

l'adhésion médiée par LFA-1 est centrale pour limiter la libération des molécules cytotoxiques. 
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Il est connu que les lymphocytes T CD8+ forment cinq fois plus d’anneau que les cellules T 

CD4+209.  

Dans la première étude nous avons vu comment l’activation de LFA-1 est contrôlée à l’échelle 

synaptique. L’examen de la topologie nanométrique de LFA-1 nous a permis d’estimer la 

densité et la taille des nano-clusters de LFA-1 activée. Enfin la protéine régulatrice de la 

densification de l’actine WASP est requise pour un meilleur soutien de l’organisation des nano-

clusters de LFA-1.  

Cependant il nous manque des détails importants sur comment les nano-clusters de LFA-1 

interagissent avec le maillage de l’actine. Ces détails pourraient nous aider à comprendre 

comment la dynamique du cytosquelette d’actine contrôle l’activation de la molécule de LFA-

1. Nous avons abordé ces questions en utilisant une combinaison d’approches de microscopie 

de super-résolution comprenant du dSTORM24 et du SIM3, appliquée à la synapse 

immunologique des CTL.  
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Résumé des résultats expérimentaux 

Dans cette étude nous montrons que l'activation conformationnelle de l'intégrine LFA-1 repose 

sur le regroupement des clusters de molécules de LFA-1 et sur leur l'ancrage au cytosquelette 

d'actine. La façon dont ces processus sont régulés au niveau de l'ultrastructure du cytosquelette 

d’actine, dans le contexte de la synapse des lymphocytes T, reste à explorer. En appliquant une 

combinaison d'approches de microscopie de super-résolution aux lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques primaires (CTL), nous révélons que LFA-1 se distribue dans des clusters de taille 

nanométrique positionnés dans les interstices étroits du maillage du cytosquelette d'actine. Nous 

montrons également que l'activation de LFA-1 fonctionne via le passage d'une fraction des 

nano-clusters à la conformation de haute affinité sans modification de la taille ou du 

positionnement par rapport à l'ultrastructure du cytosquelette d'actine. En conclusion, notre 

étude révèle que l'adhésion médiée par LFA-1 dans les CTL repose sur l’anneau de nano-

clusters de LFA-1, qui sont confinés dans les interstices du maillage de l'actine et opérant 

comme des unités fonctionnelles d'un processus d'activation digitale. 

En d’autres termes, nos données montrent que LFA-1 se distribue principalement à la surface 

des CTL humains primaires en formant des nano-clusters, dont la taille ne varie pas lors de 

l'assemblage de la synapse, piloté par le TCR. L'activation de LFA-1 dans l'anneau synaptique 

se produit par un processus de tout ou rien dans les clusters de LFA-1 individuels de 

conformation fermée. A savoir, un cluster bascule individuellement dans une conformation de 

haute affinité et on ne note, à priori, pas de mélanges de molécules de différentes conformations 

dans un cluster. Enfin, malgré l’ancrage direct aux filaments d'actine sous-corticale, les nano-

clusters de LFA-1 sont également positionnés dans les interstices étroits du maillage du 

cytosquelette d'actine. 
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Résultats expérimentaux 

LFA-1 se distribue en nano-clusters à la surface des cellules 

T indépendamment de l'activation du TCR 

Dans un premier temps nous avons cherché à estimer la taille des clusters de LFA-1 dans un 

clone de lymphocyte T CD8+ et à évaluer si cette taille variait dans les conditions de migration 

et de formation de la synapse immunologique. Pour y répondre nous avons utilisé l’approche 

du dSTORM basée sur une illumination TIRF.  

Cette approche a été utilisée pour caractériser la distribution à l'échelle nanométrique de LFA-

1 à la surface des cellules T CD8+ humaines non transformées interagissant avec ICAM-1 seul 

(Figure 1A) ou avec ICAM-1 plus l’anticorps anti-CD3 (Figure 1B) pour induire, 

respectivement, une migration et un assemblage de la synapse immunologique. L’anticorps 

TS2/4 a été utilisé pour révéler la distribution de LFA-1 indépendamment de sa conformation. 

Lors de l'adhésion à la lamelle imprégnée d'ICAM-1, les cellules T CD8+ ont adopté la 

morphologie typique des cellules en migration avec un lamellipode au front migratoire et un 

uropode, qui sont facilement identifiables. L'image TIRF d'une cellule représentative montre 

une répartition inégale de LFA-1 sur la majeure partie de la surface des cellules T allongées sur 

ICAM-1, avec un enrichissement local à l'uropode et au milieu du corps cellulaire (Figure 1A, 

panel de gauche, voir Figure S1A pour les cellules supplémentaires). De manière distincte, lors 

de l'adhérence à la surface imprégnée d’ICAM-1/anti-CD3, les cellules T CD8+ s’étalent en 

assemblant une structure lamellipodiale circulaire, typique de l'organisation de la synapse 

immunologique. Comme prévu dans cette condition178, LFA-1 détectée par le TIRF se répartit 

principalement dans une structure annulaire correspondant à la partie interne du lamellipodium 

circulaire (Figure 1B, panel de gauche, voir Figure S1B pour les cellules supplémentaires). Pour 

ensuite évaluer la distribution de LFA-1 à l'échelle nanométrique, l'imagerie dSTORM basée 

sur une illumination TIRF a été appliquée aux mêmes cellules. Dans la cellule étalée sur ICAM-
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1, LFA-1 semble se distribuer dans un réseau dense de clusters de petite taille (Figure 1A, 

première ligne, panels 2-4). Pour identifier de manière impartiale les clusters de LFA-1, 

l'algorithme spatial DBSCAN (Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise) 

a été appliqué à la zone sélectionnée et agrandie (Figure 1A, panel 5). Cette analyse de détection 

des clusters indique que la plupart des événements de détection appartiennent à des clusters de 

LFA-1 individuels. 

Avant d'extraire des statistiques relatives à la taille et à la densité d’un cluster, nous avons 

appliqué un filtre basé sur un signal de fond récupéré à partir de la surface entourant les cellules 

(voir les matériels et méthodes, joints ci-après). Compte tenu de cette limite, la moyenne 

géométrique des surfaces des clusters de LFA-1 a été estimée à 0,0085 μm2 (Figure 1C) ce qui 

correspond à un diamètre d'environ 100 nm. De la même manière que les cellules allongées sur 

ICAM-1, les cellules formant des synapses sur ICAM-1/anti-CD3 assemblent les molécules de 

LFA-1 en clusters de petite taille avec une moyenne géométrique estimée à 0,0087 μm2 (Figure 

1C). Ces données montrent que la molécule de LFA-1 s’organise en nano-clusters avec des 

tailles de surfaces comparables à l'échelle nanométrique, malgré la différence morphologique 

entre les cellules étalées sur ICAM-1 et celles étalées sur ICAM-1/anti-CD3 et la différence de 

distribution de LFA-1 à l’échelle cellulaire. Ensuite, nous avons voulu estimer le nombre de 

nano-clusters de LFA-1 présent sur l'ensemble de la surface de contact des cellules avec les 

deux surfaces de stimulation. Pour ce faire, une approche de détection de particules utilisant 

ImageJ (voir dans la partie méthodes quantitatives d’analyse des clusters et dans les matériels 

et méthodes de ces résultats) a été préférée à l’algorithme de DBSCAN. En effet, comme 

mentionné précédemment dans la partie méthode, DBSCAN n'est pas adapté pour analyser de 

grandes surfaces contenant des densités et des bords variables. Le nombre total de nano-clusters 

de LFA-1 présents à la surface cellulaire a été estimé à 2274 +/- 581,2 par cellule (moyenne +/- 

SEM de 5 cellules) sur ICAM-1 et à 2000 +/- 995,1 par cellule (moyenne +/- SEM de 4 cellules) 
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sur ICAM-1/anti-CD3 (Figure 1D). Puis, comme les surfaces d'étalement des cellules 

considérées étaient variables, nous avons pensé qu’il était judicieux d’estimer également la 

densité des nano-clusters de LFA-1. En moyenne, les cellules sur ICAM-1 affichent une densité 

de 7,5 +/- 2,7 nano-clusters par μm², tandis que les cellules sur ICAM-1 / anti-CD3 affichent 

une densité de 6,3 +/- 2,7 nano-clusters par μm² (Figure 1E). 

L’ensemble de ces données révèlent la topologie de LFA-1 dans les lymphocytes T à l'échelle 

nanométrique lors de la migration et de l’assemblage de la synapse immunologique. Dans les 

deux conditions, les molécules de LFA-1 sont organisées en surfaces denses d'environ 2000 

nano-nano-clusters de 100 nm de diamètre. Bien que la stimulation du TCR induise une 

redistribution des nano-clusters de LFA-1 en un anneau synaptique, il ne semble pas qu’il y ait 

un recrutement de nano-clusters ou de molécules supplémentaires pouvant modifier leur taille 

moyenne. 

Une proportion limitée nano-clusters contient des 

molécules de LFA-1 de haute affinité à la synapse 

immunologique 

Dans un second temps nous avons cherché à évaluer comment l'activation conformationnelle 

de LFA-1, à la synapse immunologique, pouvait se rapporter à sa topologie à l'échelle 

nanométrique. Pour y parvenir nous avons utilisé des cellules T CD8+ étalées sur ICAM-1/anti-

CD3, puis marquées séparément avec des anticorps reconnaissant LFA-1 soit sous sa 

conformation fermée (HI111) soit sous sa conformation ouverte (a24). En accord avec les 

récentes données d'imagerie confocale publiées par Comrie et ses collaborateurs178, LFA-1 dans 

les deux conformations s’organise principalement en anneau à la synapse immunologique 

(Figure 2A-B, panels de gauche, voir également la Figure S2A-B). Au-delà de la distribution à 

l'échelle de la cellule, l'imagerie dSTORM basée sur une illumination TIRF révèle que LFA-1 

sous les deux conformations est distribuée en clusters à l'échelle nanométrique (Figure 2A-B, 
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panels centraux). Il est important de noter que ces images indiquent qu'une grande proportion 

de molécules de LFA-1 fermée et activée semble s’organiser en nano-clusters. Pour identifier 

précisément les nano-clusters de LFA-1 sous les conformations active et non active, nous avons 

appliqué une analyse de DBSCAN (Figure 2A-B, panels de droite) sur la base des coordonnées 

de localisation des molécules. Cette analyse confirme que la plupart des événements de 

détection appartiennent à des nano-clusters individuels. En outre, elle nous montre que 

l’assemblage en nano-clusters des deux conformations de LFA-1 est très similaire, ce qui 

indique que l'activation conformationnelle de LFA-1 se produit dans des nano-clusters sans 

modifications de la taille et de la densité. Ce résultat est tout de même intéressant car si on se 

réfère aux précédentes études montrant que la molécule de LFA-1 non activée ne s’assemble 

pas en clusters, puisqu’elle n’est pas en connexion avec le cytosquelette d’actine, on ne devrait 

pas être en présence de nano-clusters dans le marquage avec HI111. Dans les perspectives nous 

verrons comment nous comptons compléter et vérifier ce résultat. 

Ensuite les moyennes géométriques des surfaces des nano-clusters ont été estimées à 0,014 et 

0,013 μm², pour les nano-clusters contenant LFA-1 sous les conformations active et non active, 

respectivement (Figure 2C). 

Cette analyse renforce la notion selon laquelle indépendamment de son statut conformationnel, 

LFA-1 se distribue en nano-clusters de taille finie. Les images de dSTORM et les analyses 

DBSCAN mettent également en évidence le fait que les nano-clusters contenant des molécules 

de LFA-1 activées sont éparpillés par rapport aux nano-clusters contenant des molécules de 

LFA-1 non activées. Ces observations suggèrent donc qu'une faible proportion de nano-clusters 

contenait des molécules de LFA-1 activées. Par la suite, nous avons appliqué sur la cellule 

entière une approche de détection de particules dans ImageJ, pour les mêmes raisons qui ont 

été évoquées plus haut. Un nombre moyen de nano-clusters de LFA-1 de 930,2 +/- 285,5 et 

289,7 +/- 84,19 par cellule a été détecté, pour les nano-clusters contenant les conformations 
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fermée et ouverte, respectivement (Figure 2D). En conséquence, la densité des nano-clusters 

contenant la conformation de LFA-1 fermée était plus élevée (2.279 +/- 0.55 nano-clusters par 

μm²) que celle des nano-clusters contenant la conformation de LFA-1 ouverte (0.7183 +/- 0.28 

nano-clusters par μm²) (Figure 2E). Par rapport aux 2000 LFA-1 nano-clusters détectés avec 

l’anticorps TS2/4 reconnaissant LFA-1 indépendamment de sa conformation (Figure 1) environ 

50% des nano-clusters semblent contenir des molécules de LFA-1 sous sa conformation fermée. 

Par contre seulement 10% des nano-clusters semblent contenir des molécules de LFA-1 sous 

sa conformation ouverte. En conclusion, ces données indiquent que l'activation de la molécule 

de LFA-1 se produit dans une fraction de nano-clusters, au niveau interne de la synapse 

immunologique et que cette activation se fait sans modification détectable de la surface des 

nano-clusters moléculaires. 

 

LFA-1 se distribue en nano-clusters distincts selon son état 

de conformation 

Dans un troisième temps nous avons cherché à comprendre si les molécules activées et fermées 

seraient associées en nano-clusters ou plutôt séparées en nano-clusters distincts. Pour y 

répondre, nous avons utilisé une approche de microscopie SIM multicouleur afin de visualiser 

simultanément sur la même cellule les conformations de LFA-1 fermée et ouverte, après un 

marquage avec les anticorps HI111 et a24. Nous avons également marqué les cellules avec la 

phalloïdine dans le but de pouvoir étudier le positionnement des nano-clusters de LFA-1 en 

relation avec le maillage du cytosquelette d'actine (décrit dans la patie qui va suivre). Une 

épaisseur de 1100 nm à partir de la surface cellulaire a été choisie puisqu'elle a permis de 

recouvrir le cortex d'actine sous-jacent au plan synaptique pour la plupart des cellules 

examinées. En accord avec l'imagerie dSTORM, LFA-1 sous sa conformation fermée est 

distribuée sous forme d'un réseau dense de nano-clusters sur une grande surface recouvrant la 

cellule (Figure 3A, panel de gauche en haut et panel central). LFA-1 sous sa conformation 
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ouverte est également distribuée sous forme de nano-clusters, mais limitée principalement à 

une structure en anneau qui se chevauche au lamellipode circulaire (Figure 3A, panel de gauche 

au milieu et panel central).  

Ensuite, nous avons appliqué une analyse de distribution radiale confirmant que les nano-

clusters contenant LFA-1 sous sa conformation ouverte sont localisés dans une zone plus 

restreinte que les nano-clusters contenant LFA-1 sous sa conformation fermée (Figure 3B). Par 

rapport au dSTORM, l'approche du SIM nous a donné une estimation du nombre de nano-

clusters plus élevée, avec 2334 +/- 202,4 nano-clusters contenant LFA-1 sous sa conformation 

fermée et 409,6 +/- 121,6 nano-clusters contenant LFA-1 sous sa conformation ouverte (Figure 

3C). Cet écart pourrait être lié à l'épaisseur réduite de la partie cellulaire imagée avec l'approche 

du TIRF-dSTORM. Cependant, il est important de noter que la proportion relative des nano-

clusters avec les deux conformations de LFA-1 reste comparable dans les deux approches. Très 

clairement, l'approche du SIM multicouleur révèle qu’à l'échelle nanométrique, les 

conformations de LFA-1 fermée et ouverte se séparent en nano-clusters distincts (Figures 3A, 

panel central, panel de droite en haut et panel du milieu à droite). Cette observation a été 

confirmée par un coefficient de Mander très faible, indiquant l'absence de co-localisation entre 

les deux conformations de LFA-1 (Figure 3D).  

Nos résultats semblent révéler que l'activation de LFA-1 est limitée à une fraction de nano-

clusters dans laquelle la plupart des molécules passent à la conformation active indiquant ainsi 

que LFA-1 subit un processus d'activation de tout ou rien, par lequel les nano-clusters 

fonctionnent comme des unités opérationnelles. 

 

Les nano-clusters de LFA-1 se localisent dans les 

interstices du maillage du cytosquelette d'actine 

Dans un quatrième temps nous avons cherché à comprendre comment les nano-clusters de LFA-

1 interagissaient avec le cytosquelette d’actine.  
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En effet un élément structurel clé dans la régulation de l'activation de LFA-1 est le cytosquelette 

d'actine. La notion actuelle est que l'activation de LFA-1 à la synapse immunologique est 

concomitante à un ancrage au cytosquelette d'actine. Pour mieux comprendre ce processus, 

nous avons profité de notre configuration SIM pour visualiser en parallèle les nano-clusters de 

LFA-1 (sous ses conformations fermée et ouverte) et le maillage du cytosquelette d'actine sous-

jacent. Le cytosquelette d'actine est organisé comme un maillage de haute densité dans le 

lamellipode circulaire, alors qu'il présente une densité réduite vers le centre de la synapse 

immunologique (Figure 3A, panel du bas à gauche et panel cental, voir également la Figure S3 

pour des exemples supplémentaires). Des alvéoles plus larges dépourvues de filaments d'actine 

sont présentes au centre de la synapse immunologique, ainsi que des petits foyers denses 

dispersés. Pour évaluer la répartition relative de LFA-1 et de l'actine filamenteuse à l'échelle 

des cellules, un profil d'intensité radial a été réalisé suite à la normalisation des longueurs de 

rayon individuel de chaque marquage (Figure 3C). Ce profil indique que la conformation de 

LFA-1 fermée se chevauche avec l'actine filamenteuse, couvrant toute la zone synaptique et 

enrichie en périphérie de la synapse immunologique (8μm du centre). La localisation de la 

conformation de LFA-1 ouverte est plus confinée et est principalement détectée dans une région 

correspondant au côté interne de l'anneau de l’actine filamenteuse (6μm du centre). Il est 

important de noter que l'inspection des zones agrandies des images SIM révèle que tous les 

nano-clusters de conformation ouverte de LFA-1 et les nano-clusters de conformation fermée 

de LFA-1 ne sont pas directement ancrés aux filaments d'actine. Cette observation est valable 

même dans l’anneau périphérique présentant des densités enrichies à la fois des nano-clusters 

de LFA-1 et d'actine (Figure 3A, panel du bas à droite). Paradoxalement, les nano-clusters 

composés des deux conformations de LFA-1 sont positionnés dans les interstices minces du 

maillage du cytosquelette d'actine (Figure 3A, panel inférieur de droite). 
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Cette observation a été confirmée par le faible coefficient de Mander indiquant que tous les 

nano-clusters de LFA-1 ne se sont pas localisés avec les fibres d'actine (Figure 3D). Pour mieux 

évaluer la répartition locale des nano-clusters de LFA-1 par rapport au maillage du 

cytosquelette d'actine, nous avons profité de l'approche 3D-SIM pour produire des sections 

orthogonales de 1100 nm d'épaisseur (Figure 3A, panels intermédiaires). Comme prévu, le long 

de l'axe z, les nano-clusters de LFA-1 ont d'abord été détectés vers la lamelle, suivie du 

cytosquelette d'actine sous-jacent. La partie interne des nano-clusters de LFA-1 semble se 

resserrer dans des zones confinées de densité réduite d'actine filamenteuse, ce qui suggère que 

la partie intracellulaire des nano-clusters de LFA-1 est confinée dans les alvéoles minces du 

maillage du cytosquelette d'actine. Ensemble, ces données révèlent qu’à l'échelle cellulaire, les 

nano-clusters de LFA-1 se répartissent préférentiellement dans les zones de densité de maillage 

d’actine élevée mais aussi que les nano-clusters de LFA-1 se localisent dans les interstices du 

maillage du cytosquelette d'actine à l'échelle nanométrique. 

Ces résultats font l’objet de résultats préliminaires qui suscitent de nombreuses questions quant 

à l’organisation en clusters de ces molécules de LFA-1. 
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Matériels et méthodes 

Les lymphocytes T CD8+ 

Les lymphocytes T CD8+ non transformés ont été générés à partir d'échantillons de sang de 

donneurs sains. Les PBMC ont été isolées par centrifugation à gradient de densité sur un 

gradient de Ficoll (PAA). Les cellules T CD8+ ont été isolées par sélection négative (Stem Cell) 

selon les instructions du fabricant, avec une pureté supérieure à 95%. Les cellules T CD8+ ont 

été cultivées dans du RPMI 1640 glutamax (Gibco) avec 5% de sérum humain (PAA), 100μg 

/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes, 0,1mM d'acides aminés non essentiels et 

1mM de pyruvate de sodium (Invitrogen). Les cellules ont été stimulées toutes les 2 semaines 

en présence de 1x106/ml de PBMC allogéniques irradiées et de cellules JY transformées par 

EBV irradiées à 1x105/ml avec 1µg/ml de PHA, 100UI/ml de rhIL-2 et 5ng/ml de rhIL-15. 

 

Le marquage cellulaire : dSTORM  

Les cellules ont été déposées sur des lamelles circulaires 1.5H (18 mm de diamètre) imprégnées 

d’ICAM-1/Fc recombinant (4μg/ml) (R&D Systems, USA) avec ou sans anticorps anti-CD3 

(10μg/ml) pendant une nuit à 4 ° C. Les cellules ont été lavées dans du milieu RPMI 5% Human 

Serum puis marquées avec l’anticorps A24 ou l’anticorps HI111 pour révéler respectivement 

les conformations de LFA-1 ouverte et fermée. Les cellules ont été immédiatement transférées 

sur les lamelles pour 10 min à 37 ° C. Les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde à 

4% pendant 10 min à 37 ° C, lavées avec du PBS à 3% de BSA, HEPES à 10mM et 

perméabilisées avec du PBS à 3% de BSA 10mM HEPES 0,1% saponine pendant 15 min à. 

Elles ont ensuite été incubées avec IgG1-AF674 anti-souris et phalloidine-AF488, pendant 1 h 

à température ambiante. Pour révéler LFA-1 indépendamment de sa conformation, les cellules 

ont été incubées avec l’anticorps TS2 / 4 avant l'étape de perméabilisation. Cet anticorps a été 

révélé avec IgGl anti-souris marqué avec AF647. 

 

Le marquage cellulaire : SIM 

Les cellules ont été étalées sur des lamelles circulaires 1,5H (diamètre 18 mm) revêtues 

d'ICAM-1 (4µg/ml) et d'anti-CD3 (10µg/ml) pendant une nuit à 4 ° C. Les cellules ont d'abord 

été lavées dans du milieu RPMI 5% Human Serum puis pour révéler la conformation de haute 

affinité de LFA-1, nous avons ajouté l’anticorps A24 marqué directement avec AF568 (1/100) 

ou l’anticorps HI111 marqué directement avec AF647 (1/100). Les cellules ont été 

immédiatement transférées sur les lamelles pendant 10 minutes à 37 ° C. Les cellules ont été 
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fixées avec du paraformaldéhyde à 4% pendant 10 minutes à 37 ° C, lavées avec du PBS à 3% 

de BSA et 10mM de HEPES et perméabilisées avec du PBS à 3% de BSA 10mM de HEPES à 

0,1% saponine pendant 15 minutes à température ambiante. Elles ont ensuite été incubées avec 

de la phalloïdine-AF647 (1/40) pour révéler le cytosquelette d'actine, pendant 1 heure à 

température ambiante. Les lamelles ont été montées dans du Vectashield H-1000 (Vector lab, 

USA). 

 

Le dSTORM 

L'approche du dSTORM a été réalisée en utilisant une illumination TIRF intégrée dans un 

système iLas2 (Roper, France). Ce système a été incorporé dans un microscope motorisé 

inversé (Nikon Ti, Japon) équipé d'un objectif Plan-Apo 100x 1,45NA (immersion dans l'huile) 

et d'un système de maintien du focus. Des échantillons fixés ont été imagés à température 

ambiante dans une solution contenant des agents réducteurs (cystéamine) et des capteurs 

d’oxygène (glucose oxydase). D'abord la fluorescence de l'Alexa Fluor 647 a été convertie à 

l'état noir en utilisant un laser 640nm (400mW). Après avoir obtenu la densité souhaitée de 

molécule unique par image, 20 000 images ont été acquises à 50-100 Hz. Ensuite, la densité de 

fluorescence de molécules apparaissant par image a été contrôlée en utilisant le laser 405 nm. 

Les puissances du laser 640 nm et du 405 nm ont été ajustées pendant l'acquisition afin de 

maintenir une densité optimale de molécules fluorescentes stochastiques. La fluorescence a été 

ensuite collectée à l'aide d'une caméra sensible 512x512 EM-CCD (Evolve, Photometrics, 

USA). L'acquisition a été faite sous le logiciel Metamorph (Molecular Devices, USA) en mode 

streaming à 50-100Hz (10-20ms de temps d'exposition) dans une zone égale ou supérieure à 

200x200 pixels comme région d'intérêt. Les images ont été reconstruites en direct en utilisant 

le module WaveTracer intégré dans le logiciel Metamorph 

 

Le SIM 

Dans notre étude, des images 3D-SIM ont été acquises avec un ELYRA PS1 SR-SIM de chez 

Zess équipé d'un objectif DIC Plan-Apo 63x / 1.40 à immersion dans l’huile, utilisant une 

caméra sCMOS (Hamamatsu) et une lentille 1.60x. Une image SR-SIM multicouleur (canaux 

vert, rouge et rouge lointain) a été obtenue avec les lasers 488nm, 561nm et 642nm, en utilisant 

respectivement les grilles optiques de 28μm, 32μm et 42μm. Les grilles ont été tournées dans 

trois angles pré-alignés. A chaque rotation, la grille subit cinq translations pour collecter des 

images avec cinq phases. Pour avoir une pile d'images en z des cellules T, l'intervalle entre les 

plans axiaux était de 110nm et cela sur une épaisseur totale de 10μm (non montrée sur les 
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figures). Le gain et la puissance du laser ont été maintenus constants, cependant la puissance 

du laser a été ajustée pour avoir une qualité d'image optimisée. La taille de pixel latérale était 

de 65nm dans les images acquises et de 32nm dans les images reconstruites. Les images 3D-

SIM ont été reconstruites avec le logiciel ZEN (Carl Zeiss, Iéna, Allemagne). Les différents 

canaux ont été alignés en utilisant des PSF à partir de billes multicolores et les problèmes 

communs liés à cette approche ont été vérifiés avec SIMcheck (Image J, plugin). 

 

La Procédure d’analyse des clusters 

La surface minimale d’un cluster de LFA-1 a été fixée à deux fois la surface moyenne des 

événements détectés à l'extérieur des cellules, Nous l'avons calculé pour chaque anticorps anti-

LFA-1, ce qui donne une valeur de 0,003μm² pour TS2 / 4, une valeur de 0,0055μm² pour a24 

et une valeur de 0,0064μm² pour HI111. Sur cette base, nous avons utilisé l'algorithme de 

regroupement spatial des applications avec bruit (DBSCAN) basé sur la densité des points pour 

identifier les clusters dans une région d’intérêt. L'algorithme a été réalisé sur des régions de 

1,6μm x 1,6μm dans chaque cellule. Un rayon minimum de 20 à 40nm a été assigné comme 

epsilon et une détection de points minimums par cluster a été limitée à 3. Les voisins avec un 

minimum de 3 points localisés sur cette distance ont été considérés comme faisant partie d'un 

cluster. Les clusters identifiés ont ensuite été affichés avec le nombre de localisations à 

l'intérieur de chaque. Les points isolés identifiés ont été représentés par le chiffre zéro. Nous 

avons utilisé le package ggplot2 et factoextra dans R pour construire la forme des clusters. 

Ensuite, nous avons exporté un tableau avec les coordonnées de délimitation de chaque cluster. 

Nous avons ensuite écrit un algorithme en C ++ pour déterminer le nombre de pixels par cluster. 

La taille des pixels a été fixée à 20nm. C’est ainsi que la taille des clusters a été définie. 

Le nombre de clusters pour chaque cellule entière a été estimé en utilisant le logiciel ImageJ. 

Un seuil basé sur l'intensité de 1 a été appliqué pour sélectionner les clusters. Le nombre de 

clusters a été estimé en utilisant l'approche de détection de particules, avec la surface minimale 

d’un cluster de LFA-1 fixée à deux fois la surface moyenne des événements détectés à 

l'extérieur des cellules, donnant une valeur de 0,0032μm². Une validation croisée de cette 

approche de détection de particules dans ImageJ et DBSCAN a été faite, donnant les mêmes 

résultats dans une ROI donnée. Nous avons ensuite étudié le nombre total de clusters de LFA-

1 présents au contact des deux surfaces de simulation. Pour ce faire, une approche de détection 

de particules a été préférée à DBSCAN, qui fonctionne bien sur une ROI limitée, mais moins 

bien sur une grande ROI avec des densités variables. 
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Les analyses statistiques 

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad (Prism). La 

signification statistique entre les ensembles de données a été déterminée en effectuant des tests 

de Mann-Whitney non appariés et non paramétriques. Les graphiques montrent les valeurs 

moyennes et les barres d'erreur représentent le SEM. Dans l'analyse statistique, P> 0,05 est 

indiqué comme non significatif (ns), tandis que les valeurs statistiquement significatives sont 

indiquées par des astérisques comme suit: * 0,01 <P <0,05; ** 0,001 <P <0,01; *** P <0,001 

 

Analyse de la distribution radiale 

Pour évaluer la distribution radiale des conformations F-actine et LFA-1, 10 plans z ont été 

considérés, ce qui correspond à une épaisseur de 1,1μm. La projection d'intensité maximale des 

10 plans a été appliquée et les canaux ont été séparés. Le plugin de transformation polaire 

d'ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/polar-transformer.html) a été utilisé pour convertir 

les images en coordonnées polaires. Il suppose que l'image polaire utilise la valeur des y pour 

représenter l'angle (thêta) et la valeur des x pour le rayon (distance par rapport au centre de la 

cellule). Le plugin a été appliqué pour 360 degrés. Les dimensions des images sortant du plugin 

sont de 685 pixels (22,057μm) pour la largeur, ce qui correspond au plus grand rayon entre les 

coins des images et le centre des images et 360 pour le haut correspondant à la valeur de 360°. 

 

Analyse de co-localisation de deux couleurs 

 Des études de co-localisation 3D sur des images 3D-SIM ont été réalisées avec Imaris Software 

8.2 (Bitplane, Suisse). Le coefficient de chevauchement de Manders M2 a été calculé pour 

chaque couple, défini comme le rapport des intensités additionnées des pixels du canal pour 

lequel les intensités de l'autre canal étaient supérieures à zéro par rapport à l'intensité totale dans 

le canal. Par conséquent, M2 est un bon indicateur de la proportion du signal qui coïncide avec 

un signal dans l'autre canal sur son intensité totale. 
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Discussion 
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 LFA-1 s’organise en nano-clusters à la surface des 

lymphocytes T 

Depuis la description initiale de la synapse immunologique, la distribution de LFA-1 comme 

anneau périphérique a été la caractéristique principale de cette structure210,211. Toutefois, ce 

n’est que récemment, que l'état conformationnel de LFA-1 à la synapse immunologique a été 

décelé à l’aide d'anticorps spécifiques à la conformation178. Pourtant la topologie précise de 

LFA-1 restait à déterminer. En accord avec une étude précédente sur des cellules Jurkat212, nous 

avons observé par microscopie TIRF que, lors de l'assemblage de la synapse immunologique, 

les cellules T CD8+ primaires semblent agréger LFA-1 en microdomaines. Cependant, les deux 

approches de microscopie de super résolution utilisées dans notre étude, soulignent que les 

structures de LFA-1 apparaissent comme des microdomaines correspondant à des zones 

densément peuplées par des nano-clusters bien individualisés. Nous avons reporté que LFA-1 

se distribue en nano-clusters moléculaires d'un diamètre moyen de 100nm à l'interface entre les 

cellules T CD8+ humaines primaires et la surface de stimulation. La taille des nano-clusters de 

LFA-1 mesurée, dans ce projet d’étude, dans les lymphocytes T est comparable à celle mesurée 

par TEM à la surface des monocytes167.  

Malgré l’emploi de concentrations élevées d’ICAM-1 et d’anticorps anti-CD3 dans nos 

expériences, seule une faible proportion de nano-clusters de LFA-1 bascule sous la 

conformation de haute affinité. Il est important de noter que le marquage de LFA-1 dans les 

cellules vivantes a été limité à 10 min, l’acquisition des images s’est dont faite dans une fenêtre 

de temps restreinte sachant que nous sommes en présence d’un processus probablement très 

dynamique213. Nos données ont révélé que LFA-1 est principalement organisée en nano-

clusters, indépendamment de son état d'activation. Ces résultats sont conformes aux 

observations antérieures selon lesquelles LFA-1 forme des nano-clusters sur les monocytes 

indépendamment de la liaison au ligand214. La découverte que les molécules de LFA-1 fermées 
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et activées constituent des nano-clusters distincts suggère que ces structures fonctionnent 

comme des unités fonctionnelles affichant un processus d'activation digitale, de sorte que le 

basculement conformationnel corresponde au basculement de la plupart des molécules 

composant un groupe de nano-clusters individuel. Dans une étude publiée en 2016, il a été 

démontré que le TCR forme des nano-clusters d'environ 100nm de diamètre34. En accord avec 

la distribution à l’échelle microscopique récemment décrite de LFA-1178, nous avons observé 

que LFA-1 sous sa conformation fermée était enrichie dans un anneau correspondant 

approximativement à la région pSMAC, alors que la conformation ouverte était concentrée dans 

un second anneau plus central. Il a était établi que la distribution concentrique de LFA-1 et son 

activation conformationnelle reposaient sur un flux centripète de F-actine178,212. En 

conséquence, les molécules de LFA-1 à haute affinité lient étroitement le cytosquelette 

d'actine206 pour permettre un mécanisme d'activation entraîné par la force de traction215. 

Conformément au rôle central du cytosquelette d'actine dans le contrôle de l'activation et la 

distribution de LFA-1, notre analyse radiale des intensités de LFA-1 et F-actine a montré que 

les nano-clusters de LFA-1 fermés se chevauchaient avec l'anneau d'actine périphérique, alors 

que les nano-clusters de LFA-1 ouverts se déposaient dans la couche interne de l'anneau d'actine 

périphérique. Plus intéressant, notre analyse en 2D à l'échelle nanométrique a révélé que les 

nano-clusters de LFA-1 sont placés dans les interstices de la couche externe du maillage du 

cytosquelette d'actine. Notre approche d'imagerie 3D a aussi révélé des nano-clusters de LFA-

1 se trouvant sur une couche plus profonde du cytosquelette d'actine. Notre analyse pose la 

question de savoir comment les nano-clusters de LFA-1 sont liés au cytosquelette d'actine. 
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 La protéine WASP contrôle l’organisation de la 

ceinture de nano-clusters de LFA-1 

Nous privilégions l'hypothèse selon laquelle la couche la plus superficielle du cytosquelette 

d'actine pourrait fournir un maillage physique pour contraindre latéralement les nano-clusters 

de LFA-1, tandis que la couche sous-jacente pourrait fournir un site pour le couplage physique 

et la transmission de force via Talin-1 et Kindlin-3112. Cette double interaction correspond aux 

exigences du maintien d'unités adhésives de taille finie indépendamment de leur état 

d'activation et de leur signalisation associée à l’activation tout ou rien. Conformément à cette 

hypothèse, la déficience du régulateur d'actine WASP a eu une incidence sur la densité 

moléculaire des nano-clusters de LFA-1 actifs, individuels ainsi que sur leur nombre. WASP 

est également impliquée dans l'assemblage des foyers de F-actine sous les microgroupes de 

TCR pour faciliter l'activation de la PLC1 et du flux de calcium216. Cette observation suggère 

que des microarchitectures de F-actine distinctes sont associées aux nano-clusters de TCR et de 

LFA-1 pour maintenir leurs modèles d'activation spécifiques. En effet, l'utilisation de 

micropatterns a révélé différentes dynamiques de cytosquelette d'actine, associées au TCR et à 

LFA-1217. Seul bémol, les nano-clusters de LFA-1 paraissent plus allongés le long de l’axe z. 

Compte tenu de la limite de la résolution de notre approche de microscopie de SIM en 

profondeur, environ 300nm20, qui ne nous affranchit pas totalement de la diffraction en 

profondeur. 

Tout compte fait, nous avons identifié WASP comme une protéine clé pour contrôler 

l'assemblage d'une ceinture circulaire de nano-clusters de LFA-1 de haute affinité à la synapse 

CTL, ce qui nous a permis d'étudier le rôle de cette structure dans le contrôle de l'activité 

cytotoxique.  
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 La ceinture de nano-clusters de LFA-1 confine les 

granules lytiques à la surface des CTL 

Nos données indiquent que si WASP semble réguler le confinement et l'activation des nano-

clusters de LFA-1 à l'échelle nanométrique, elle contrôle également leur distribution à l'échelle 

cellulaire. Il est probable que le défaut du confinement des nano-clusters de LFA-1 entraîne les 

différents modes de distribution observés dans les lymphocytes T WAS CD8+. Les cellules T 

cytotoxiques assemblent un anneau de LFA-1/Talin à travers lequel les granules lytiques sont 

sécrétés209,218. Il a tout d’abord été proposé que les granules lytiques libéraient leur contenu en 

fusionnant avec un domaine de sécrétion sans actine situé vers le centre de synapse188,189,218. 

Cependant, dans nos expériences avec des lymphocytes T CD8+ de donneurs sains, les granules 

lytiques semblent préférentiellement être délivrés à proximité des nano-clusters de LFA-1 de 

haute affinité au versant interne de la ceinture de nano-clusters de LFA-1 associée à un maillage 

d'actine relativement dense. Cette observation est en accord avec la découverte récente que la 

sécrétion de granules lytiques, visualisée avec une sonde fluorescente, se produit dans un 

domaine intermédiaire de la synapse proche de la région où s’exercent les forces de traction les 

plus fortes192. Conjointement, à ce mécanisme, le relâchement du maillage de l'actine pourrait 

être nécessaire pour l'exocytose des granules lytiques comme décrit dans les cellules NK190. 

L’ensemble de ces observations suggèrent que les granules lytiques sont sécrétés 

préférentiellement au versant interne de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, ce qui fournit 

des forces locales optimales pour contrôler à la fois la sécrétion et l'interaction des cellules 

cibles. Nous soutenons que l'activité lytique réduite des CTL de WAS est principalement due à 

une activation et à une symétrie de LFA-1 réduite. En effet, des études précédentes réalisées 

dans notre laboratoire, ont mis en évidence que la formation de la synapse et l'exposition au 

LAMP-1 ne sont pas affectées par une absence de WASP149,219. De même, la réduction de 

l'activité cytolytique de CTL induite par la LFA-1 avec des fragments Fab n'est pas associée à 
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l'inhibition de la libération des granules mais à une sécrétion non polarisée208. Dans un contexte 

physiologique, la capacité à rompre et à reformer l'anneau d'adhésion formé par les nano-

clusters de LFA-1 serait nécessaire pour que le CTL exécute des lyses multiples. En 

conséquence, ces données indiquent une amplification du défaut de lyse associé à WASP dans 

des essais à long terme, dans lesquels des lyses multiples sont favorisées220. 

En conclusion, notre étude fournit une nouvelle caractérisation de la topologie précise de LFA-

1 à l'échelle nanométrique à la synapse des lymphocytes T CD8+ humains non transformés. Elle 

donne un aperçu de l'activation de LFA-1 à l'échelle nanométrique et de son interaction avec le 

maillage du cytosquelette de l'actine sous-jacente. Elle identifie WASP comme une protéine clé 

pour contrôler la ceinture de nano-clusters de LFA-1 qui limite la sécrétion des granules 

lytiques. 
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 Organisation de LFA-1 dans un contexte de motilité 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction la molécule d’adhésion LFA-1 est requise lors de 

la migration des leucocytes. En effet un dysfonctionnement dans la sous-unité beta de 

l’intégrine est associé à une déficience de l’adhésion des leucocytes de type I (LAD-1). Cette 

déficience entraîne un défaut d’adhésion et de migration vers le site d’inflammation auquel se 

rajoutent des infections cutanées125,221,222. Dans l’étude menée par Smith et ses collaborateurs 

en 2005, des lymphocytes T ont été déposés sur une monocouche de cellules endothéliales de 

la veine ombilicale humaine (HUVECs), exprimant ICAM-1 à leur surface. Les lymphocytes T 

en contact avec les cellules HUVECs, adaptent une morphologie de migration, en présence de 

MgCl2, caractérisée par le lamellipode au niveau du front migratoire et par l’uropode. Les 

cellules T en migration montrent une distribution hétérogène de la molécule activée de LFA-1, 

qui est concentrée très faiblement au lamellipode et très enrichie à l’uropode. Les zones 

d’enrichissement de LFA-1 activée correspondent aux zones d’enrichissement d’ICAM-1 et 

coïncident avec des zones d’adhésion focales montrées par IRM126,223. Nous savons que lors de 

la migration la distribution des groupes de molécules de LFA-1 est différente de celle induite 

par l’activation du TCR lors de la formation de la synapse immunologique178. Cependant on ne 

connaît pas avec précision comment est organisée LFA-1 activée au sein des différentes zones 

des lymphocytes T en migration ni la taille des clusters formés par les molécules de LFA-1. Il 

serait donc intéressant d’étudier en détail l’organisation de la molécule de LFA-1 activée lors 

de la migration des lymphocytes T par des approches d’imagerie de super-résolution. Les 

résultats préliminaires que nous avons obtenus nous montrent que la taille moyenne des clusters 

de LFA-1 toute conformation confondue ne varie pas sous l’activation du TCR. C’est pourquoi 

nous pensons que le réarrangement circulaire de la cellule pour former la synapse ne contribue 

pas nécessairement à une augmentation des groupes de molécules de LFA-1. Ces résultats ont 

été observés sur des cellules déposées sur des lamelles pré-imprégnées d’ICAM-1 en présence 
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ou non d’anti-CD3. On pourrait se demander si le fait d’utiliser des substances directement 

déposées sur du verre contribuerait à la réduction de la dynamique des structures pour former 

des groupes de molécules plus importants. En effet, bien que le mélange des substances soit 

homogène on ignore si le recouvrement des molécules sur le verre est homogène et si la 

dynamique et les forces nécessaires à la formation des clusters de molécules de LFA-1 sont 

satisfaisantes. Nous savons par d’autres études que les forces requises pour l’activation 

adéquate des intégrines doivent être bidirectionnelles85,224–226. Ce qui nous imposera d’aller 

valider notre étude sur des lymphocytes en contact avec d’autres cellules comme les cellules 

HUVECs par exemple.  

 Organisation de LFA-1 versus les récepteurs aux 

chimiokines 

Au cours de la maturation des précurseurs des lymphocytes B et T les cellules matures vont 

pouvoir migrer vers les lieux appropriés comme les ganglions lymphatiques, le thymus et la 

rate. Les chimiokines sont des molécules clés contrôlant le trafic des lymphocytes227. En effet 

ces molécules sont sécrétées dans le but de recruter des lymphocytes vers les lieux 

d’inflammation. Une fois sécrétées elles vont induire un arrêt rapide des lymphocytes qui sont 

retenus sur l’endothélium vasculaire. Les chimiokines provoquent une augmentation de la 

mobilité latérale de LFA-1 et une augmentation de l’affinité de LFA-1 avec son ligand ICAM-

1 exprimé à la surface des cellules endothéliales120,228. Une étude réalisée en 1999 montre que 

les chimiokines régulent l’avidité de LFA-1 ou Mac-1 via la portion cytoplasmique de la sous-

unité alpha de LFA-1229.  

La réponse aux chimiokines induit une migration caractérisée par la polarisation de la cellule 

formée par le lamellipode au front migratoire et à l’uropode. Des études antérieures ont montré 

qu’in vitro les cellules qui migrent par chimiotactisme utilisent la molécule d’adhésion LFA-1 
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en interaction avec son ligand pour migrer et la distribution de LFA-1 dépend de son état 

d’activation. Les molécules de très haute affinité sont localisées au « mid-body » tandis que les 

molécules d’affinité intermédiaire sont plus enrichies au niveau du front de migration117. Une 

autre étude suggère qu’un récepteur à la chimiokine CXCR4 est recruté au niveau du pSMAC 

et que son absence détériore la formation de la synapse immunologique. A l’altération de la 

formation de la synapse se rajoute une perte d’activation des lymphocytes T230. Cependant nous 

ignorons comment sont localisés les récepteurs aux chimiokines par rapport à la distribution de 

LFA-1. D’autant plus qu’une étude de 2007 publiée dans nature immunology démontre que la 

chimiokine CCL21 immobilisée sur le support induit une polarisation et une migration de la 

cellule. En revanche la liaison de LFA-1 à son ligand n’est pas stable et les molécules de LFA-

1 sont plus enrichies au front de migration231. Cette donnée suggère que CCL21 induirait 

d’avantage une conformation intermédiaire de LFA-1 plutôt qu’une conformation de haute 

affinité. Une autre étude a démontré que CCR7 le récepteur au CCL21 n’était pas enrichi à la 

synapse et était plutôt exclu, contrairement au CXCR4 232. C’est pourquoi il serait intéressant 

d’aller étudier la distribution relative des récepteurs CCR7 et CXCR4 et des molécules de LFA-

1 activée en réponse aux chimiokines ou à la synapse.  

Pour pouvoir étudier l’organisation des récepteurs aux chimiokines et la distribution de LFA-

1, nous pourrions imaginer un marquage dans lequel nous révélerons les récepteurs aux 

chimiokines (CCR7 et CXCR4), LFA-1 activée et la F-actine en condition de formation de la 

synapse et en condition de migration en réponse à une chimiokine.  
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 Organisation des protéines d’ancrage au 

cytosquelette d’actine sous LFA-1 active 

L’activation de LFA-1 induit un recrutement de nombreuses molécules au versant 

intracytoplasmique de la molécule. L’alpha-actinine est connue pour se lier majoritairement à 

la forme intermédiaire de LFA-1117. Une autre molécule la kindelin-3 a été étudiée comme 

jouant un rôle majeur dans l’adhésion via LFA-1 et qu’un défaut de cette protéine est à l’origine 

de l’absence du recrutement des leucocytes vers les sites d’inflammation. Une autre étude 

montre que l’absence de la kindelin-3 déstabilise la liaison des lymphocytes T aux cellules 

dendritiques233. La Talin est la molécule qui fait le lien physiquement entre le cytosquelette 

d’actine et la molécule de LFA-1 activée. En effet sous sa conformation activée on retrouve une 

accumulation de la Talin qui coïncide avec une accumulation d’ICAM-1 au « mid body » de la 

cellule126,127. Cependant dans nos études il nous manque le marquage de la Talin par exemple 

pour confirmer l’activation de LFA-1. La Paxillin est une autre molécule recrutée sous LFA-1 

activée, sa phosphorylation joue un rôle central dans la régulation de l’activité de l’intégrine 

LFA-1 et dans la migration des lymphocytes234.  

Il serait donc intéressant d’aller vérifier le recrutement de ces molécules à l’aide d’anticorps 

pour s’assurer de la bonne activation de LFA-1. Des expériences visant à répondre à une partie 

de cette question sont d’ailleurs en cours. L’idée serait de répondre si à la synapse 

immunologique les nano-clusters de LFA-1 activés correspondent bien à une association avec 

la Talin. Pour cela nous procèderons à un marquage permettant de distinguer les têtes de Talin 

(interagissant avec la sous-unité beta), LFA-1 activée et la F-actine. Nous utiliserons l’approche 

du SIM pour avoir une meilleure résolution dans notre étude et une étude simultanée de 

différentes structures grâce à l’aspect multicouleur du SIM. Nous n’avons pas les résultats au 
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moment de l’écriture de ce manuscrit mais nous espérons les obtenir d’ici la soutenance de la 

thèse.  

 Méthodes d’analyse et estimation des tailles des 

nano-clusters de LFA-1 

Plusieurs études nous ont montré grâce à la microscopie de super-résolution ou FRET que LFA-

1 est une molécule qui s’organise en clusters par une augmentation de l’avidité de la 

conformation de haute-affinité. Pour soutenir nos propos nous nous appuyons sur les travaux 

effectués par Kim et ses collaborateurs en 2004166, Cambi et ses collaborateurs en 2006167 par 

microscopie d’électronique et sur des travaux très récents réalisés par microscopie de super-

résolution de fluorescence, dSTORM sur des lymphocytes T murins en situation de migration. 

Ces derniers travaux ont été publiés en 2016 et nous montrent qu’effectivement LFA-1 

s’organise en nano-clusters et que l’augmentation de la taille de ces nano-clusters est contrôlée 

par la protéine tyrosine phosphatase non-récepteur de type 22 ou PTPN22. Elles nous montrent 

également que PTPN22 est un inhibiteur de la signalisation de LFA-1 et est co-localisée au 

niveau du front de migration avec LFA-1 suggérant donc qu’au niveau du lamellipode LFA-1 

associée à PTPN22 ne s’organise pas en nano-clusters235. Si on se réfère aux travaux de Stanley 

et ses collaborateurs PTPN22 serait donc majoritairement associée à LFA-1 d’affinité 

intermédiaire117. Cependant pour réussir à déterminer la présence ou non de nano-clusters 

moléculaires et pour mieux caractériser leur taille, leur densité, leur morphologie, le nombre de 

molécules par cluster les outils de traitement d’images que nous utilisons tous les jours ne 

suffisent pas car trop biaisés. En effet la plus petite unité d’une image est le pixel ou voxel. 

Chaque pixel est rempli par une valeur en niveau de gris qui est liée au nombre de photons 

détectés. Dans le cas des approches de microscopie de localisation des molécules unique dans 

un pixel ce n’est pas le signal d’une molécule qui y est contenu et tout comme évoqué plus haut 
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une molécule détectée n’aura pas qu’un centre de masse. Bien évidemment cela dépend de la 

taille du pixel utilisée et de la précision de localisation. Toujours est-il que pour travailler avec 

des molécules individuelles nous avons besoin de représenter les centres de masse de chaque 

molécule détectée individuellement dans un espace et de déterminer la formation ou non de 

clusters. Pour cela il existe des outils qui permettent d’identifier des groupes de molécules. La 

méthode la plus couramment utilisée est basée sur la recherche du plus proche voisin en utilisant 

une fonction mathématique, la fonction de K-Ripley et s’appelle DBSCAN (Density-based 

spatial clustering of applications with noise). 

Les principales limites rencontrées par DBSCAN sont multiples. Nous prendrons en exemple 

une limitation de la zone à étudier car DBSCAN est incapable de prendre en charge la variation 

des densités de molécules, ce qui nous limite à travailler dans des petites régions qui ne couvrent 

pas toute la surface de la cellule et qui doivent être bien choisies. Une autre limite est sans doute 

le fait que cette méthode ne prend pas en compte les apparitions multiple d’une molécule dans 

une zone recouverte par un rayon d’une dizaine de nanomètres. Nous sommes obligés 

d’appliquer un filtre de taille par la suite pour exclure les molécules que nous considérons 

comme individuelles mais comptées comme un cluster par DBSCAN. Du fait de ces limites 

nous souhaitons développer ou améliorer un algorithme qui prendrait en compte ces différentes 

limites. Pour cela nous envisageons d’exploiter une autre fonction mathématique appelée : 

fonction de distribution radiale g(r) qui n’est autre que la dérivée de la fonction de K-Ripley. 

Cette fonction permet de décrire la variation de la densité des molécules lorsqu’on s’éloigne 

d’une molécule prise en référence236. Cette dernière permet en théorie de gérer des densités 

hétérogènes. L’exploitation de nos données avec cette fonction fait l’objet d’une collaboration 

en cours avec le laboratoire de physique théorique au LPT-IRSAMC à Toulouse. 
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Annexe n°1 : Revue

 



 
 

- 179 - 



 
 

- 180 - 



 
 

- 181 - 



 
 

- 182 - 



 
 

- 183 - 



 
 

- 184 - 



 
 

- 185 - 



 
 

- 186 - 



 
 

- 187 - 



 
 

- 188 - 



 
 

- 189 - 



 
 

- 190 - 



 
 

- 191 - 



 
 

- 192 - 



 
 

- 193 - 



 
 

- 194 - 



 
 

- 195 - 

 

  



 
 

- 196 - 

Annexe n°2 : Article 

La déficience de la protéine WIP affecte sévèrement 

l’architecture des lymphocytes humains lors de la 

migration et de l’assemblage de la synapse 

 

Résumé 

Dans cette étude nous nous sommes intéressés à la protéine interagissant avec la protéine du 

syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) appelée (WIP). WIP est une protéine régulatrice clé de 

la dynamique de l'actine. Chez l'homme, les conséquences moléculaires de la déficience en WIP 

ont été étudiées chez un seul patient à ce jour, révélant une immunodéficience liée aux défauts 

de la motilité lymphocytaire et de l'activité cytotoxique des cellules NK. En étudiant en 

profondeur un nouveau patient déficient en WIP, nous avons cherché à explorer quelles 

altérations du cytosquelette d'actine sont à la base du dysfonctionnement des lymphocytes.  

Ce patient porte une mutation homozygote WIPF1 qui entraîne une perte de WIP et de 

l'expression de la protéine WASP. Son mauvais état clinique, incluant une diarrhée sanglante 

et une infection systémique menaçante par le CMV, empêchait la transplantation de cellules 

souches hématopoïétiques allogéniques conditionnées. A la place, des transplantations 

séquentielles ont été réalisées avec les lymphocytes périphériques et les cellules souches 

hématopoïétiques CD34+ de la mère HLA identique et ont donné lieu à une greffe de cellules T 

soutenue.  

Par l’utilisation d’approches de microscopie à résolution temporelle et de super résolution nous 

avons étudié la dynamique et l'architecture du cytosquelette de l'actine lors du chimiotactisme 

et de l'assemblage de la synapse lytique. En effet lors du chimiotactisme, la protéine WIP se 

localise au niveau du lamellipode riche en actine et stabilise cette structure pour permettre le 

maintien de la direction, le long d'un gradient de chimiokine. Les cellules T CD8+ déficientes 
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en WIP ont montré une activité cytotoxique fortement réduite, associée à un assemblage 

anormal de la synapse immunologique, caractérisé par un étalement non radial des cellules et 

des fibres d'actine longues. En conséquence, la protéine WIP se distribue en clusters qui ornent 

le maillage de l'actine à la périphérie de la synapse.  

Finalement l’état clinique sévère du patient déficient en WIP et les défauts des lymphocytes 

associés indiquent que WIP est une protéine essentielle de l'immunité humaine. En particulier, 

WIP contrôle l'ultrastructure et la dynamique du maillage de l'actine nécessaires pour assembler 

les protrusions lamellipodiales dans le contexte du chimiotactisme des lymphocytes et de la 

formation des synapses lytiques.  

Dans cet article j’ai contribué à la réalisation des expériences d’approches de microscopie SIM 

dans la génération et l’analyse des données de la figure7. 
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Organisation spatiale de LFA-1 à la synapse immunologique des lymphocytes T cytotoxiques : approches 
de microscopie de super-résolution. 

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) est une intégrine centrale dans la fonction cytotoxique des lymphocytes 
T CD8+ car elle permet la formation de la synapse immunologique avec les cellules cibles. La régulation de cette interaction 
cellulaire est contrôlée par la qualité de l’engagement de LFA-1 avec son ligand ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). 
Un support clef au contrôle spatio-temporel de l’activation de LFA-1 est le cytosquelette d’actine cortical dans lequel est ancré 
LFA-1 par son domaine intracellulaire. Comment LFA-1 est organisée à la synapse immunologique et comment la coordination 
entre LFA-1 et cytosquelette d’actine s’opère de manière précise au sein des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont des 
questions non résolues. Le but de ce projet de thèse est d’étudier l’organisation précise de la distribution de LFA-1 à la synapse 
immunologique en relation avec l’actine corticale sous-jacente au contact entre lymphocytes T cytotoxiques et les cellules 
présentatrices d’antigènes. Pour ce faire, des approches de microscopies de super-résolution SIM (Structured Illumination 
Microscopy), dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) et TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence 
microscopy) ont été développées. Elles ont été appliquées à des lymphocytes T humains non transformés dérivés de contrôles 
sains et de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), caractérisé par un 
défaut de remodelage du cytosquelette d’actine à la synapse immunologique. L’emploi de l’approche de dSTORM en mode 
TIRF nous a permis de révéler que dans sa conformation activée, LFA-1 forme à la synapse une ceinture radiale composée de 
centaines de nano-clusters. L’intégrité du cytosquelette d’actine et notamment la protéine WASP s’avèrent importantes pour la 
formation de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, comme le montre le défaut de formation de cette ceinture dans les 
lymphocytes de patients WAS. L’approche de SIM multi-couleur nous a permis de révéler le rôle de la ceinture de LFA-1 dans 
le confinement des granules lytiques. Par comparaison de marquages avec des anticorps spécifiques de différentes 
conformations de LFA-1, notre travail montre également que l’activation de LFA-1 s’opère de manière digitale, dans le sens 
où les nano-clusters fonctionnent comme des unités au sein desquelles l’activation de LFA-1 suit une loi du tout ou rien. En 
conclusion, ce travail de thèse démontre l’intérêt des approches de microscopie de super-résolution pour révéler des 
mécanismes clefs de l’activation des lymphocytes T et pour appréhender la nature des défauts à l’origine de dérèglements 
pathologiques de la fonction de ces cellules.  
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Spatial organization of LFA-1 at the immunological synapse of cytotoxic T lymphocytes: super-resolution 
microscopy approaches. 

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) is a central integrin in the function of cytotoxic CD8+ T lymphocytes 
since it allows the formation of the immunological synapse with target cells. The regulation of this cellular interaction is 
controlled by the quality of the engagement of LFA-1 with its ligand, ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). A key 
support for the spatio-temporal control of LFA-1 activation is the cortical actin cytoskeleton in which LFA-1 is anchored by 
its intracellular domain. How LFA-1 is organized at the immunological synapse and how the coordination between LFA-1 and 
actin cytoskeleton operates accurately within cytotoxic CD8+ T lymphocytes are unresolved issues. The aim of this thesis 
project is to study the precise organization of the LFA-1 distribution at the immunological synapse in relation to the cortical 
actin underlying the contact between cytotoxic T lymphocytes and target cells. For this purpose, super-resolution microscopy 
approaches, including SIM (Structured Illumination Microscopy), dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction 
Microscopy) and TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence microscopy) were developed. They were applied to 
untransformed human T lymphocytes derived from healthy donors and patients with a congenital immunodeficiency, the 
Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS), characterized by actin cytoskeleton remodeling defects at the synapse. The use of the 
dSTORM approach revealed that activated LFA-1 forms a radial belt composed of hundreds of nanoclusters. The assembly of 
this belt depends on the integrity of the actin cytoskeleton, as shown by the impairment of this structure in the T lymphocytes 
derived from the WAS patients. The multi-color SIM approach allowed us to investigate the role of the LFA-1 belt in the 
confinement of lytic granules. Furthermore, the combination of staining with antibodies specific of LFA-1 conformation states 
shows that LFA-1 activation is a digital process, whereby nanoclusters operate as units in which LFA-1 activation follows an 
on / off rule. In conclusion, this PhD work exemplifies the great asset of super-resolution microscopy approaches to reveal key 
activation mechanisms in T lymphocytes and explore the nature of the defects causing pathological dysregulation of the 
function of these cells. 
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